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"Animals living in the waters, especially the sea waters... are protected from the destruction of their
species by Man. Their multiplication is so rapid and their means of evading pursuit or traps are so great
that there is no likehood of his being able to destroy the entire specíes of any of these animals"
(Jean-Baptiste Lamarck, Phílosophie Zoologíque, 1809)
"Man marks the Earth with ruin/his control stops with the shore"
(George Gordon Byron, Apostrophe to the Ocean, 1818)
"It is inconceivable that the great sea fisheries, such as those for cod, herring and
mackerel, could ever be exhausted"
(Thomas Henry Huxley, International Fisheries Exhibition, 1884)
Durante siglos, el hombre creyó que los océanos eran una fuente inagotable de recursos y un
sumidero ilimitado de residuos. Sin embargo, este punto de vista ha cambiado en las últimas décadas
y en la actualidad no existe ninguna duda acerca de la magnitud creciente del impacto humano
sobre ecosistemas costeros y oceánicos (Roberts & Hawkins 1999). En una revisión reciente de datos
paleoecológicos, arqueológicos e históricos para distintos ecosistemas marinos (incluyendo bosques
de kelp, arrecifes de coral, praderas de fanerógamas tropicales y subtropicales, estuarios, y comuni-
dades bénticas de aguas abiertas) Jackson et al. (2001) han concluido que, atendiendo a su impor-
tancia, las principales perturbaciones antrópicas que sufren los océanos pueden ordenarse del si-
guiente modo: sobreexplotación de recursos, contaminación, destrucción del hábitat, introducciones
biológicas y, finalmente, cambio climático (Fig. 1).
En la presente memoria, Nassarius reticulatus (L.) (Gastropoda, Prosobranchia) es utilizado como
organismo modelo con el objetivo de abordar dos grandes líneas de investigación íntimamente rela-
cionadas con las dos principales perturbaciones antrópicas que sufre el medio marino: (i) la conectivi-
dad demográfica de poblaciones y(ii) un caso particular de contaminación que ha recibido conside-
rable atención en las últimas décadas (contaminación por tributilo de estaño, TB^. Además, el hallaz-
go de una especie invasora durante el transcurso de las anteriores investigaciones, Cyclope neritea
(Gastropoda, Prosobranchia), ha permitido abordar también el estudio de esta clase de amenazas
relativamente recientes y sus posibles relaciones con otras perturbaciones (e.g. contaminación, cam-
bio climático).
Expansión
humana ^ 3. Destrucción del
hóbitat
2, Contaminación
1. Sobrepesca
Figura 7 ,-
ecosistemas marinos. Adaptado de .^ackson et al. (2001).
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1. DISPERSIÓN Y FLUJO GENÉTICO EN MEDIO MARINO
1.1. IMPORTANCIA Y APROXIMACIONES TRADICIONALES A SU ESTUDIO
Un aspecto prioritario de la investigación científica en nuestros días es determinar la capacidad
de dispersión de las especies y la conectividad demográfica de sus poblaciones. En medio marino
tales estudios constituyen particularmente un reto dada la gran extensión de las masas oceánicas
(^70% de la superficie del planeta) y las dificultades que éstas plantean para observar los organismos
y tomar muestras. Sin embargo, es también en este medio donde la conectividad de las poblaciones
adquiere especial relevancia: las especies acuáticas son los únicos organismos que aún se siguen
explotando en números considerables para consumo humano a partir de su medio natural (Waples
1998) y la gestión sostenible de tales explotaciones (principalmente peces pero también otros grupos
taxonómicos como mamíferos, reptiles, crustáceos, moluscos, equinodermos o algas) necesariamen-
te implica cierto conocimiento acerca de la estructura de sus poblaciones. De este modo, algunas
aplicaciones prácticas de estos estudios en el medio marino incluyen definir stocks (Gomes et al.
1998, Burton & Tegner 2000, Thorpe et al. 2000, Castillo et al. 2004), diseñar áreas marinas protegidas
(Botsford et al. 2003, Palumbi 2003, Sale et al. 2005) o controlar plagas y especies invasoras (Stcehr et
al. 2000, Schaffelke et al. 2002, Roman & Palumbi 2004).
Tradicionalmente, el estudio de las distancias de dispersión ha sido abordado mediante marca-
je-recaptura de individuos. Las estimas inferidas a partir de esta aproximación son propensas a tres
tipos de sesgos (Johnson & Black 1995): (i) el estrés ocasionado a los individuos durante la captura,
marcado y liberación puede provocar un incremento de su tasa de dispersión; (ii) la probabilidad de
recaptura es mayor en individuos que han recorrido menores distancias de modo que las estimas ob-
tenidas estarán generalmente infravaloradas; y(iii) la importancia de eventos esporádicos sobre la
capacidad de dispersión de las especies fluctuará con la escala temporal del estudio. Además, en el
caso particular de los organismos marinos estos trabajos presentan una serie de limitaciones adiciona-
les ocasionadas, no sólo por las características del medio acuático, sino también por las peculiarida-
des de los ciclos vitales de muchas especies. Así, la existencia de fertilización externa y/o una fase lar-
varia planctónica caracteriza a muchos de estos organismos pero el marcaje resulta únicamente fac-
tible en individuos adultos de tamaño considerable.
Como consecuencia de lo anterior, la aplicación de tales estudios al medio marino ha sido re-
lativamente escasa. Ante tal ausencia de datos, la conectividad de las poblaciones en dicho medio
se infirió a partir de ciertas características generales del hábitat y de las propias especies. Así, durante
mucho tiempo se asumió que las poblaciones de organismos marinos presentaban menos estructura-
ción que las de organismos terrestres puesto que (Caley et al. 1996): (i) el medio marino es homogé-
neo y carece de barreras a la dispersión; (ii) las especies marinas presentan tamaños poblacionales
relativamente grandes; y(iii) muchas de esas especies también poseen una fase larvaria que asegura
la dispersión. Sin embargo, ciertos hechos ocurridos durante la segunda mitad del siglo XX, entre los
cuáles destaca el colapso de muchas pesquerías y el descubrimiento de numerosas especies crípti-
cas, han puesto en alerta a la comunidad científica. Tales sucesos parecen indicar que el aislamiento
en el medio marino es más frecuente de lo que se había sospechado. De este modo, surge nueva-
mente la necesidad de estimar la conectividad de las poblaciones en dicho medio y determinar qué
factores la condicionan.
1.2. APLICACIÓN DE TÉCNICAS MOLECULARES AL ESTUDIO DE LA DISPERSIÓN
A finales de la década de 1960 el advenimiento de las técnicas moleculares proporciona una
nueva aproximación al estudio de la conectividad demográfica de poblaciones. En el año 1966, Le-
wontin & Hubby demuestran que se puede estimar el flujo genético entre poblaciones de Drosophila
pseudoobscura a partir de las diferencias entre individuos reveladas por la técnica de electroforesis de
proteínas (Lewontin & Hubby 1966). Tal aproximación presenta ciertas ventajas sobre los trabajos clási-
cos de marcado-recaptura (Johnson & Black 1995, Lowe et al. 2004): (i) menor dificultad logística y
mayor rapidez al no ser necesario monitorizar los individuos a lo largo del tiempo, (ii) costes relativa-
mente bajos que permiten analizar un número mayor de individuos y poblaciones, (iii) proporciona
una visión global de los procesos ocurridos durante cientos de generaciones mientras que las estimas
obtenidas con estudios de marcado-recaptura son limitadas en espacio y tiempo y, finalmente, (iv)
sólo refleja eventos de migración exitosos, i.e. los que conducen a un establecimiento de propágulos
y/o migrantes en la población receptora. Estos estudios adquieren enorme popularidad en los años
posteriores y son aplicados a una amplia variedad de grupos taxonómicos. Por lo general, dichas in-
vestigaciones refuerzan dos percepciones clásicas acerca de la conectividad entre poblaciones de
organismos marinos: ( i) relativa ausencia de barreras a la dispersión en comparación con sistemas
terrestres (e.g. Ward et al. 1994) y (ii) flujo entre poblaciones elevado debido a la presencia de una
fase larvaria (revisado en Bohonak 1999).
AI tiempo que aumentan los estudios basados en electroforesis de proteínas, comienzan a des-
arrollarse otras técnicas cuyo objetivo es detectar variación en el propio ADN: (i) Maxam & Gilbert
(1977) y Sanger et al. (1977) describen dos métodos distintos para secuenciar fragmentos de ADN; (ii)
Avise et al. (1979) muestran la posibilidad de observar variación en la molécula de ADN mitocondrial
usando endonucleasas de restricción y establecen así las bases de la técnica RFLPs (Restriction Frag-
ment Length Polymorphism o Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción); y(iii) Jeffreys et
al. (1985b, 1985a) muestran que la variación genética entre individuos también puede ser cuantifica-
da atendiendo al número de copias de ciertas secuencias repetitivas (mini- y microsatélites). Los estu-
dios de variación genética del ADN presentan una importante ventaja sobre los que utilizan electrofo-
resis de proteínas: los primeros pueden emplear tejidos preservados en etanol, tampones o incluso
tejidos secos, mientras que los segundos necesariamente implican tejidos frescos o congelados. Las
anteriores técnicas no alcanzan sin embargo gran popularidad hasta la descripción de la Reacción
en Cadena de la Polimerasa (PCR), a finales de la década de 1980 (Mullis et al. 1986, Mullis & Faloona
1987). La técnica de la PCR (básicamente una reacción de extensión de un cebador in vítro, cataliza-
da por una ADN polimerasa termoestable, con la finalidad de amplificar un fragmento específico de
ADN) supone una auténtica revolución metodológica ya que el fragmento objeto de la amplificación
puede ver incrementada su concentración en un factor de 106. Tal incremento hace posible ver los
productos obtenidos directamente en un gel (tras tinción con ciertos colorantes, e.g. bromuro de eti-
dio, y exposición a luz ultravioleta) eliminando así la necesidad de usar radionucleótidos y largos tiem-
pos de exposición como se venía haciendo hasta entonces. Una segunda ventaja es la pequeña
cantidad de material de partida necesaria, lo que permite aplicar métodos de muestreo no destructi-
vos e incluso hace posible estudiar fósiles o ejemplares de museo. De esta manera, con la incorpora-
ción de la técnica de la PCR, los estudios de detección de variación genética del ADN sufren un cre-
cimiento exponencial. Pronto dichos estudios van ganando terreno a los basados en electroforesis de
proteínas, cuyo uso exhaustivo había revelado ciertas limitaciones (e.g. bajo polimorfismo en algunos
casos, incapacidad para separar electroforéticamente todos los alelos de una muestra o comporta-
miento no neutral). Además, continúa la descripción de métodos de detección de la variación gené-
tica nuevos y más sensibles: Síngle Strand Conformatíon Polymorphísm (SSCP; Orita et al. 1989), Ran-
dom Amplifíed Polymorphic DNA (RAPD; Welsh & McClelland 1990, Williams et al. 1990) o Amplífied
Fragment Length Polymorphism (AFLP; Vos et al. 1995) entre otros. Del mismo modo, resulta muy im-
portante el desarrollo paralelo en otros campos del conocimiento como la estadística o la informáti-
ca, que permite mejoras importantes en el análisis de datos.
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EI gran número de estudios publicados en el medio marino con técnicas de detección de la
variabilidad genética más sensibles muestra que los patrones de dispersión resultan más complejos de
lo que previamente se había asumido en base a características generales del medio y del ciclo vital
de los organismos. Así, se observa que dicho medio, aparentemente homogéneo, con frecuencia
presenta barreras físicas de naturateza diversa que ocasionan retención de individuos y autorecluta-
miento: (i) cuerpos de agua más o menos aislados (Heipel et al. 1998, Huang et al. 2000, Engelen et
al. 2001, Perrin et al. 2004), (ii) canales de aguas profundas (Bentzen et al. 1996, Bernardi 2000), (iii)
corrientes oceanográficas (Arndt & Smith 1998, Alberto et al. 1999, Goldson et al. 2001, Sotka et al.
2004, Waters & Roy 2004), o(iv) afloramientos (Waters & Roy 2004). Igualmente, se describen barreras
ecológicas provocadas por cambios de la temperatura, salinidad o tipo de sustrato (Riginos & Nach-
man 2001). Incluso se sugiere que ciertas larvas presentan comportamientos migratorios más dinámi-
cos de lo que se pensaba (e. g. natación activa o selección de un sustrato adecuado; Barber et al.
2002).
1.3. TÉCNICAS MOLECULARES EMPLEADAS EN ESTA MEMORIA
1.3.1. ADN POLIMÓRFICO AMPLIFICADO ALEATORIAMENTE (RAPD)
En 1990 dos publicaciones independientes describen un método que utiliza la técnica de i^R y
cebadores de secuencia arbitraria para obtener marcadores moleculares en cualquier tipo de geno-
ma. Welsh & McClelland ( 1990) denominan dicho método "Arbitrarily Primed PCR" (AP-PCR) mientras
Williams et al. ( 1990) se refieren a él como "RandomlyAmplified Polymorphic DNA" (RAPD). Estos auto-
res convienen que ambos trabajos se han publicado simultáneamente y que deben por tanto citarse
juntos; a fin de designar la técnica se acaba imponiendo sin embargo el nombre propuesto por Wi-
Iliams et al. (1990), y más frecuentemente su acrónimo.
Con la técnica RAPD, el ADN genómico del organismo objeto de estudio se amplifica utilizando
un único cebador de secuencia corta y arbitraria. En teoría, existen a lo largo del ADN molde numero-
sas secuencias diana complementarias al cebador; no obstante, la amplificación sólo ocurre en
aquellas regiones donde dichas secuencias complementarias están presentes en ambas hebras del
ADN en orientaciones opuestas y relativamente próximas (Fig. 2). Como resultado se obtienen un con-
junto de fragmentos de distinto tamaño (200 - 2000 pares de bases o bp) que pueden separarse e
identificarse mediante electroforesis. Los polimorfismos detectados pueden reflejar cuatro procesos
mutacionales: (i) si una deleción afecta a una de las secuencias diana la amplificación no tiene lugar,
(ii) la ausencia de amplificación también puede estar ocasionada por un cambio nucleotídico en una
de las secuencias diana, (iii) de igual modo, una inserción de tamaño considerable entre las secuen-
cias diana ocasiona un incremento en la distancia que las separa y, en consecuencia, la no amplifi- 11
cación del marcador y, finalmente, (iv) la inserción o deleción de un fragmento de pequeña longitud
entre las secuencias diana se traduce en una variación del tamaño del marcador. Sin embargo, co-
mo el último de esos procesos se ha observado sólo en raras ocasiones (Weising et al. 1994), dichos
polimortismos se expresan mayoritariamente como presencia/ausencia del producto amplificado.
ly 2y 3 n^►
Individuo A
♦6 ♦5 ♦4
ly 2^► 3y
Individuo B
♦ 6 ♦ 5 «4
Figura 2.- ADN palimórfico amplificado aleatoriamente (RAPDj. La Iinea
gruesa representa ei ADN molde. Las flechas indican ios iugares de hibridación
dei cebador y la dirección en la cuái ocurre ia sintesis del ADN. En el individuo A
existen b iugares para la hibridación del cebador, no obstante, unicamente se
amplificarán dos productos (aquéllos situados entre los lugares 2-5 y 3-4). En ei
caso dei individuo B, donde la diana 4 ha desaparecido, la ampiificación sólo
procederá para !a región comprendida entre los lugares 2 y 5.
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1.3.1.1. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS MARCADORES RAPD
Los cebadores RAPD-PCR no están diseñados para amplificar una secuencia diana específica.
En consecuencia, los fragmentos resultantes son anónimos y se encuentran virfualmente distribuidos a
lo largo de todo el genoma. Tales características confieren a estos marcadores dos ventajas conside-
rables (Williams et al. 1990, Williams et al. 1993, Grosberg et al. 1996): en primer lugar, no es necesario
ningún conocimiento a priori de la biología molecular del organismo objeto de estudio; en segundo
lugar, una fracción imporfante de los fragmentos estudiados debe actuar como marcadores neutra-
les (i.e, no sometidos a selección natural). Otros aspectos destacables de la técnica son (Carlson et al.
1991, Hunt & Page 1992):
- Muestrea de modo relativamente insesgado una gran proporción del genoma del individuo.
- EI número de segmentos amplificados en un individuo particular utilizando un cebador oscila
típicamente entre 0 y 30; sin embargo, puesto que cientos de estos oligonucleótidos están dis-
ponibles comercialmente, el número de marcadores que pueden estudiarse es, en potencia,
ilimitado.
- Un mismo cebador puede emplearse teóricamente en cualquier tipo de organismo.
- Se requiere una cantidad mínima de tejido y éste puede almacenarse indefinidamente antes
del análisis utilizando métodos de conservación adecuados.
- Es un procedimiento sencillo, rápido, no excesivamente costoso ni laborioso.
EI entusiasmo general motivado por las anteriores ventajas pronto se vio, sin embargo, ensom-
brecido por ciertos problemas técnicos y analíticos (revisado en Grosberg et al. 1996):
- Reproducibilidad de los patrones de bandas. Un problema recurrente de muchas técnicas ba-
sadas en la PCR radica en que distintas condiciones de amplificación generan distintos produc-
tos. La susceptibilidad de la técnica RAPD hacia tales amplificaciones artefacto es particular-
mente elevada pues; (i) los fragmentos que genera son anónimos; (ii) las condiciones de hibri-
dación entre el ADN molde y el cebador son muy permisivas; y(iii) numerosas variables de la
amplificación pueden afectar al patrón de bandas (e.g. modelo del termociclador; temperatu-
ras de hibridación; tiempos de desnaturalización, hibridación y extensión; rampas de temperatu-
ra; concentraciones de cebadores, ADN molde, dNTPs, Mg2+ y Taq polimerasa).
- Dominancia. Los polimorfismos detectados con la técnica RAPD se expresan mayoritariamente
como presencia/ausencia del producto amplificado (Weising et al. 1994) y por tanto muestran
herencia dominante: la ausencia de una banda en un locus particular indica un individuo
homocigoto (genotipo -/-), pero su presencia puede denotar tanto un individuo homocigoto (+/
+) como uno heterocigoto (+/-). En consecuencia, los marcadores RAPD proporcionan menos
información por locus que otros marcadores con herencia codominante (e.g. alozimas), y las
frecuencias alélicas pueden estimarse sólo si se asume equilibrio Hardy-Weinberg.
- Variación en la intensidad de las bandas y límites de detección. Las bandas RAPD se puntuan
normalmente como caracteres discretos (i.e. presencia/ausencia). Sin embargo, algunas ban-
das muestran una amplificación más consistente que otras y una determinada banda puede
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variar su intensidad en distintos individuos desde prácticamente invisible a muy brillante. Así, un
determinado locus puede puntuarse como homocigoto nulo cuando en realidad está presente
un producto amplificado débilmente.
- Comigración de bandas. Los marcadores RAPD pueden ser numerosos y estar poco espaciados
en el gel de agarosa. De este modo, la amplificación de distintos locí (o incluso distintos alelos
de un mismo locus) puede no ser distinguible atendiendo únicamente a su peso molecular.
- Variación no mendeliana. Algunos productos RAPD pueden exhibir reproducibilidad óptima pero
carecer de base genética al tener su origen en distintos artefactos (e.g. contaminación o de-
gradación del ADN).
Estas limitaciones ocasionaron en muchos casos un rechazo absoluto de la técnica. Otros autores, sin
embargo, opinan que dichos inconvenientes han sido exagerados y pueden solventarse en muchos
casos con sólo seguir protocolos adecuados (Grosberg et al. 1996).
1.3.1.2. APLICACIONES DE LA TÉCNICA RAPD
En el ámbito de la ecología molecular, la técnica RAPD se ha aplicado con resultados satisfac-
torios a distintas cuestiones (revisado en Hadrys et al. 1992), por ejemplo:
-
Determinar la identidad taxonómica. La técnica RAPD puede generar marcadores de diagnósti-
co que permiten reconocer distintas categorías taxonómicas. Así, se ha empleado en diversos
estudios para determinar (i) diferencias intraespecíficas en poblaciones de algas (Patwary et al.
1993, Meneses 1996, Faugeron et al. 2001), fanerógamas (Russell et al. 1993, Bauert et al. 1998,
Cardoso et al. 1998, Huff & 6^uinn 1998, Jiménez et al. 2002, Maldonado San Martín et al. 2003),
moluscos (Heipel et al. 1998, Holmes et al. 2003), crustáceos (Aubert & Lightner 2000) o vertebra-
dos (Exadactylos et al. 2003), (ii) diferencias interespecíficas en algas (Dutcher & Kapraun 1994,
Barreiro et al. 2006), musgos (Zouhair et al. 2000), fanerógamas (Anzizar et al. 1998, Nebauer et
al. 2000) o moluscos (Crossland et al. 1993, André et al. 1999, Warnke et al. 2000), y(iii) diferen-
cias entre cepas salvajes y cepas cultivadas (Graham et al. 1997, Belaj et al. 1999, Mailer & May
14^
1999, Gemas et al. 2000).
- Análisis de flujo genético interespecífico y especiación híbrida. Los marcadores RAPD pueden
emplearse también para detectar híbridos en poblaciones o especies (Barker et al. 1996, Daw-
son et al. 1996, Perron & Bousquet 1997).
- Estructura de poblaciones. En la literatura hay numerosos ejemplos de aplicación de marcado-
res RAPD al estudio de la estructura genética de poblaciones de algas (Bandeira & Nilsson 2001,
Engelen et al. 2001), brioozoos (Hatton-Ellis et al. 1998, Goldson et al. 2001, Porter et al. 2002),
crustáceos (Gouin et al. 2002), fanerógamas (Palacios & González Candelas 1997, Wolff et al.
1997, Jordano & Godoy 2000, Kri^ger et al. 2002), moluscos (de Wolf et al. 1998, Huang et al.
2000, Star et al. 2003, Holmes et al. 2004) y vertebrados (Haig et al. 1994, Vucetich et al. 2001,
Maltagliati et al. 2003) entre otros.
- Determinar el sexo. La técnica RAPD también puede proporcionar marcadores diagnóstico de
sexo especialmente útiles en especies sin dimorfismo sexual (Lessells & Mateman 1998, Martínez
et al. 1999).
- Determinar resistencias. De igual modo, esta técnica ha sido ampliamente utilizada para identi-
ficar marcadores ligados a genes que confieren resistencia frente a infecciones y enfermeda-
des, particularmente en plantas de cultivo (Michelmore et al. 1991, Paran et al. 1991, Banno et
al. 1999, Fazio et al. 1999, Haymes et al. 2000).
1.3.2. ADN MITOCONDRIAL
Nuestro conocimiento científico del ADN mitocondrial es mayor que el existente para cualquier
región de ADN nuclear de tamaño comparable (Avise 1994). EI genoma mitocondrial está constituido
por una molécula de ADN de doble cadena típicamente circular; su longitud aproximada oscila entre
15000 y 20000 pares de bases (bp). En su interior se encuentra codificada la información de 37 ge-
nes: (i) 22 ARNs transferentes (tRNAs), (ii) 2 ARNs ribosómicos (rRNAs) y, (iii) 13 ARNs mensajeros (mRNAs)
específicos de proteínas implicadas en la cadena de transporte electrónico y fosforilación oxidativa.
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Además, existe una región no codificante (aproximadamente 1000 bp) conocida como región control
o D-loop donde se inicia la replicación y transcripción. EI orden de las distintas regiones y genes dentro
de la molécula parece estable, si bien se han establecido algunas diferencias para ciertos animales
superiores.
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Cuatro características de la molécula de ADN mitocondrial la convierten en una herramienta
ideal para estudios de genética de poblaciones (Avise 1994, Féral 2002):
- Potiplasmia. EI número de copias de la molécula de ADN mitocondrial en una célula es elevado
(cada mitocondria presenta típicamente entre 2 y 10 copias de su genoma; además, el núme-
ro de tales orgánulos en el interior de una célula puede exceder el millar). Su estudio resulta así
muy adecuado en especimenes degradados pues la probabilidad de encontrar porciones de
ADN intactas es mayor para dicha molécula que para el genoma nuclear de copia única.
- Homoplasmia. Este concepto hace referencia a la existencia de un único tipo de ADN mitocon-
drial en todos los tejidos de un individuo particular. Se ha sugerido que tal homogeneidad po-
dría estar relacionada con cuellos de botella durante la oogénesis donde el número de mito-
condrias se vería drásticamente reducido.
-
Herencia materna. EI ADN mitocondrial se transmite de modo no mendeliano, generalmente
por vía materna (el citoplasma celular del zigoto ^londe se encuentran las mitocondrias- pro-
cede, en la mayoría de los casos, del óvulo). De este modo, la ausencia de recombinación
permite su uso para trazar linajes maternos.
-
Tasa de mutación elevada. Por lo general, las secuencias de ADN mitocondrial evolucionan
rápidamente y muestran así una alta resolución en estudios de genética de poblaciones. Varios
motivos parecen explicar estas tasas de mutación elevadas (Wallace 1994): (i) ausencia de pro-
teínas protectoras como las tipo histona existentes en el genoma nuclear, (ii) elevada exposición
a radicales libres generados en el metabolismo oxidativo, (iii) sistemas genéticos de reparación
menos eficientes que los del ADN nuclear, y(iv) gran susceptibilidad a los efectos de la deriva
genética.
1.3.2.1. TÉCNICAS EMPLEADAS EN ESTUDIOS DE ADN MITOCONDRIAL
A nivel intraespecífico, los polimortismos detectados en el ADN mitocondrial generalmente refle-
jan sustituciones puntuales (í.e. cambios en una única base) si bien se han registrado también fenó-
menos de inserción y/o deleción en algunos casos (e.g. Sotka et al. 2005). De este modo, el estudio
de dicha variación para inferir la estructura genética de poblaciones se ha abordado empleando
principalmente dos técnicas: RFLPs y secuenciación directa de fragmentos específicos.
La técnica RFLPs se basa en el uso de endonucleasas de restricción: dichas enzimas son capa-
ces de reconocer una secuencia particular de nucleótidos (por lo general 4-6 bp) y romper el ADN en
dicho lugar. De este modo, dado que tales secuencias de reconocimiento y corte pueden aparecer
o desaparecer a causa de mutaciones, distintos individuos producirán distintos patrones de bandas
tras ser digeridos con un conjunto particular de enzimas. En un primer momento, la variación en el
ADN mitocondrial se analizó utilizando la anterior aproximación sobre el total de la molécula. Estos es-
tudios pioneros requerían así, como paso preliminar, aislar las mitocondrias y purificar su ADN (un pro-
ceso largo y laborioso que implica una centrifugación en un gradiente de cloruro de Cs). Posterior-
mente, el desarrollo de la PCR y la publicación de cebadores conservados filogenéticamente (ver Pa-
lumbi 1996) simplificaron enormemente la técnica, puesto que resultaba posible amplificar un frag-
mento de ADN mitocondrial específico que luego podía ser sometido directamente a digestión. Tal
simplificación permitió una enorme proliferación de este tipo de estudios. Así, en el año 2000 los RFLPs
constituían la aproximación más frecuente en los estudios de genética de poblaciones (Silva & Russo
2000).
Sin embargo, un nuevo avance en nuestros días (la secuenciación automática) va camino de
poner fin a la dominancia de los RFLPs. Las bases de esta metodología se establecieron ya a finales
de la década de 1970 (Maxam & Gilbert 1977, Sanger et al. 1977). Sin embargo, la ausencia de téc-
nicas capaces de generar secuencias de ADN puras y homólogas limitó sus aplicaciones. De nuevo,
el desarrollo de la i^R puso fin a tales inconvenientes y, como resultado, los estudios que emplean la
secuenciación de fragmentos específicos de ADN mitocondrial (y en menor medida ADN nuclear) han 17
crecido exponencialmente en et último par de décadas. La principal ventaja de este tipo de estudios
es que la variabilidad genética se resuelve con la máxima resolución posible mientras que, por ejem-
plo, los estudios que emplean RFLPs sólo detectan diferencias en los lugares implicados en el recono-
cimiento y corte de las enzimas. Además, disponer de secuencias nucleotídicas permite recuperar
información de niveles menos detallados (e.g. mapas de restricción, Geller et al. 1997) mientras que
el proceso inverso no es factible. No obstante, la adquisición de tal elevada resolución se logra a ex-
pensas de un sacrificio en el número de loci e individuos estudiados ya que la técnica continúa sien-
do muy costosa.
1.3.2.2. UNA NUEVA DISCIPLINA CIENTÍFICA: LA FILOGEOGRAFÍA
Los estudios de variación genética intraespecífica a nivel del ADN mitocondrial presentan dos
características importantes: (i) habitualmente revelan numerosos haplotipos, ya que la molécula pre-
senta una tasa evolutiva elevada y, (ii) dichos haplotipos pueden ordenarse filogenéticamente dado
su particular modo de herencia (maternal y no recombinante). En consecuencia, la aparición de este
tipo de estudios constituye no sólo una revolución metodológica sino también ideológica. Por primera
vez se incorpora una perspectiva histórica a los estudios de genética poblacional, reconociendo así
la profunda influencia que los procesos pasados pueden presentar sobre la distribución actual de las
especies y sus linajes. De hecho, el impacto de las anteriores ideas es tan grande que incluso surge
una nueva disciplina para acoger aquellos estudios que las contemplan: la filogeografía.
En el pasado reciente de nuestro planeta, los periodos glaciales probablemente son el evento
histórico más relevante, de modo que las consecuencias de dichos periodos sobre la estructura gené-
tica contemporánea de las especies son un tema recurrente en estudios filogeográficos. Estas investi-
gaciones han mostrado patrones muy coherentes para la flora y fauna terrestres del hemisferio norte
en lo relativo a áreas de refugios glaciales, rutas de colonización postglacial y distribución geográfica
de linajes (revisado en Hewitt 1999, Hewitt 2000, Hewitt 2004). En el medio marino, donde este tipo de
estudios sólo ha comenzado a recibir una atención comparable en los últimos años, dicha concor-
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dancia parece reducirse a algunos ejemplos en el Indo-Pacífico y en las costas atlánticas de Nortea-
mérica (Avise 1992, Wares & Cunningham 2001). Sorprendentemente, el pasado filogeográfico de los
organismos del Atlántico costero Europeo sigue siendo poco conocido.
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2. CONTAMINACIÓN POR TRIBUTILO DE ESTAÑO (TBT)
20
2.1. EL PROBLEMA DE LA BIOINCRUSTACIÓN Y SU PREVENCIÓN
Se conoce con el nombre de bioincrustación (del inglés biofouling) al conjunto de organismos
que crece sobre estructuras sumergidas de origen antrópico: cascos de las embarcaciones, platafor-
mas petrolíferas o de gas, boyas, emisarios marinos, instrumentos de investigación oceanográfica,
equipamiento relacionado con la industria de la acuicultura e, incluso, los propios organismos objeto
de cultivo (Omae 2003). Tal asentamiento y proliferación de organismos epibiontes genera distintos
problemas. Por ejemplo, en las estructuras estacionarias se aceleran los procesos de corrosión mien-
tras que en las embarcaciones se incrementa la rugosidad del casco ocasionando mayor fricción y
gasto de combustible. Todo ello se traduce en importantes pérdidas económicas (Bennett 1996,
Evans et al. 1998).
EI desarrollo de métodos para combatir la bioincrustación se remonta ya a fenicios y cartagine-
ses, quienes revestían con láminas de cobre los cascos de sus embarcaciones (Champ & Seligman
1996). Dichos recubrimientos siguieron utilizándose hasta el siglo XVIII, momento en el que comienzan
a construirse buques de hierro y los recubrimientos dejan de ser efectivos ya que la asociación de co-
bre metálico con hierro ocasiona que el primero pierda su capacidad biocida. Ya en el siglo XIX se
comercializan las primeras pinturas antifoulíng que consisten básicamente en resinas impregnadas
con sulfato de cobre. Durante la primera mitad del siglo XX continúa la búsqueda de nuevas formula-
ciones y son patentadas otras pinturas basadas en plomo o mercurio. Sin embargo, su uso es prohibi-
do en diversos países debido a la persistencia ambiental de estos metales (Champ & Pugh 1987). Así,
el cobre continúa siendo el principal biocida de los tratamientos antiincrustantes hasta principios de la
década de 1960 cuando irrumpen en el mercado las soluciones basadas en organoestánnicos
(principalmente tributilo de estaño -TBT- y, en menor medida, trifenilo de estaño -TPhT-). Las pinturas
antifouling que contienen dichos compuestos muestran una serie de ventajas sobre los tratamientos
tradicionales de cobre: (i) mayor eficacia y duración de su efecto; (ii) no provocan corrosión galvánica
cuando se aplican a estructuras de aluminio; (iii) amplia gama de colores (el TBT es un compuesto
incoloro); y(iv) bajos costes de fabricación. Estas ventajas hacen que en sólo una década se utilicen
de modo generalizado por todo el planeta (de Mora 1996). Reflejo de esta enorme aceptación es la
evolución temporal de su producción mundial: tan sólo 2000 toneladas en 1960 pero aproximada-
mente 16000 diez años después y unas 40000 a mediados de la década de 1980 (Omae 2003).
2. 2. LOS DAWOS COLATERALES DEL TBT
En un primer momento, los compuestos organoestánnicos parecieron muy convenientes desde
el punto de vista ambiental ya que eran degradados fácilmente por la luz ultravioleta y los microorga-
nismos (Omae 2003). Sin embargo, pronto se comenzó a sospechar que su liberación al medio acuá-
tico podía presentar un impacto negativo sobre organismos no diana. Así, a finales de la década de
1960 se advierte del peligro que conlleva el empleo de estas pinturas en áreas próximas a instalacio-
nes de acuicultura canadienses (Thomas 1969). No obstante, su uso continuó incrementándose duran-
te la década de 1970.
La primera evidencia clara de los efectos perjudiciales del TBT sobre organismos no diana se
establece a principios de la década de 1980 en la bahía francesa de Arcachon, un área ostrícola de
importancia mundial con una producción anual estimada en 10000-15000 toneladas. A finales de la
década de 1960 tienen lugar en esta área los primeros registros de individuos de Crassostrea gigas
que exhiben un engrosamiento anormal de la concha, una anomalía que afecta de modo conside-
rable a la calidad del producto final destinado al consumo humano (Fig. 3). Dicha deformación se
generaliza a partir de 1974, afectando no sólo a todos los parques de cultivo sino también a un por-
centaje muy elevado de sus individuos. A la situación anterior se une una caída drástica de las pues-
tas. Como consecuencia, la industria ostrícola de la zona sufre a principios de la década de 1980 un
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importante colapso con pérdidas que superan los 150 millones de dólares. Dichos acontecimientos
son relacionados por Alzieu et al. (1982) con el lixiviado de TBT de las pinturas antiincrustantes. Esta rela-
ción se verá confirmada en años posteriores con la publicación de otros trabajos en diversas áreas
geográficas: Inglaterra (Waldock & Thain 1983), Estados Unidos (Stephenson et al. 1986), Japón (Okoshi
et al. 1987) o Australia (Batley et al. 1989).
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Crassostrc.a grgas: (aj índividuo r:.ormal; (bj índivic:uo
mostrando anor~^alías en la calr^ificcción.
Es también a principios de la década de 1980 cuando se vincula la contaminación por TBT con
otro fenómeno observado durante la década anterior en distintos puntos del planeta: la superimposi-
ción de caracteres sexuales masculinos sobre las hembras de algunos gasterópodos dioicos (i.e. im-
posex, Smith 1971). De nuevo, las observaciones obtenidas relacionan de modo concluyente ese im-
posex con el TBT procedente de las pinturas antiincrustantes (Smith 1981 c, 1981 a, 1981 b) y, al igual
que en el caso de la ostra, a estos trabajos pioneros les suceden en poco tiempo otros en distintas
regiones del mundo (Gibbs & Bryan 1996).
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2. 3. EL IMPOSEX EN GASTERÓPODOS MARINOS
2.3.1. PRIMERAS OBSERVACIONES ACERCA DEL IMPOSEX
La mayoría de los gasterópodos marinos muestran sexos separados y permanentes a lo largo
de la vida del individuo (i.e. especies dioicas). Hasta finales de la década de 1960, la distinción de
machos y hembras en este grupo requería un simple examen macroscópico con la finalidad de de-
tectar la presencia o ausencia de pene. Esta situación cambió radicalmente en torno a 1970: una
estructura similar a un pene en morfología y posición se registra de modo independiente y casi simul-
táneo en hembras de 4 especies dioicas de regiones geográficamente distantes entre sí: Nucella lapi-
llus en Inglaterra (Blaber 1970), Ocenebra erinacea en Francia (Poli et al. 1971), llyanassa obsoleta en
la costa atlántica de Norteamérica (Smith 1971) y Thais emarginata en la costa pacífica de Nortea-
mérica (Houston 1971). De hecho, las observaciones en /, obsoleta no se limitan únicamente a la pre-
sencia de un pene y se establece que las hembras afectadas también muestran otros dos rasgos ca-
racterísticos del sexo opuesto: (i) un conducto que sigue la misma trayectoria que el vaso deferente
masculino y(ii) un oviducto convolucionado que refleja la morfología típica de la vesícula seminal; un
fenómeno que es denominado en su conjunto con el término imposex por B.S. Smith, autor de estas
observaciones (Smith 1971). Investigaciones posteriores sobre esta especie muestran que la frecuencia
de individuos afectados se incrementa con la proximidad a áreas de tráfico marítimo intenso (Smith
1981 b) y, poco tiempo después, experiencias de exposición en el laboratorio vinculan de modo in-
equívoco dicha masculinización con el TBT procedente de las pinturas antiincrustantes (Smith 1981 a,
1981 c). Sin embargo, este fenómeno no recibe mayor atención una vez establecido el agente cau-
sal, puesto que el desarrollo de pene y conducto deferente en las hembras de este gasterópodo no
parece perturbar de modo alguno el normal funcionamiento de los individuos afectados.
Cinco años después de que la masculinización de hembras de Ilyanassa obsoleta se relacio-
nase con el lixiviado de TBT, la investigación se retoma en Inglaterra, donde se observa que el imposex
reduce severamente la capacidad reproductiva de las poblaciones de Nucella lapillus (Bryan et al.
1986). Las Investigaciones preliminares muestran que el imposex exhibe tres grados de desarrollo dosis-
dependientes en esta especie (Fig. 4; Gibbs & Bryan 1986):
Estadio temprano: surgen las secciones proximal (í.e. en las inmediaciones de la papila genital)
y distal (i.e. bajo el tentáculo ocular derecho, en el área donde los machos desarrollan el pene)
del conducto deferente que se extienden progresivamente hasta fusionarse en un punto inter-
medio; además, aparece un pequeño pene.
Estadio intermedio: el pene incrementa su longitud alcanzando en muchos casos el tamaño
habitual en los machos de la especie, i, e. 2.5 - 4 mm.
Estadio final: el conducto deferente continúa su crecimiento Ilegando a bloquear la apertura
del oviducto (i.e. papila genital femenina).
(a) (c)
Fígura 4.- Prímeras observaciones acerca deI imposex . Estadios de desarrollo del
imposex en Nucelia laprllus (Gibbs & Sryan 198á): (a) macho; (b) hembra mostrando un
estadio intermedio de imposex; (c) hembra mostrando un estadia final de imposex.
,^,breviaturas: a{ano), gc (glándula de !a capsuia), p(pene), pg (papila genital), pr
(prc^stata): r (recto) y vd (vaso deterente)
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Los estadios temprano e intermedio no presentan consecuencias para la reproducción del individuo.
Sin embargo, el bloqueo de la papila genital femenina en el estadio final impide la deposición de
cápsulas y las hembras afectadas sufren así una esterilidad funcional. Además, puesto que la forma-
ción de más cápsulas continúa, éstas siguen acumulándose dentro del individuo pudiendo provocar
su muerte. EI estudio de poblaciones naturales y diversas experiencias de exposición (en el campo 0
en el laboratorio) permiten establecer también en Nucella lapillus una inequívoca relación entre impo-
sex y contaminación con TBT. Se observa además que tal masculinización no sólo tiene lugar de un
modo dosis-dependiente, sino que también se inicia a concentraciones ambientales de TBT extrema-
damente bajas (<0.5 ng TBT-Sn I-'), por debajo de los límites de detección analítica de la época
(Bryan et al. 1986, Gibbs & Bryan 1986, Bryan et al. 1987).
A finales de la década de 1980, el imposex comienza a estudiarse en otros gasterópodos. Los
resultados de esos estudios son abrumadores reflejando la ubicuidad de la contaminación por TBT. Así,
en 1991 el fenómeno se ha visto ya en 69 especies (Fioroni et al. 1991). Estas investigaciones revelan
que su desarrollo sigue una pauta muy similar en todas ellas, si bien se detectan diferencias en sensi-
bilidad (í.e. concentración umbral que desencadena la respuesta) y consecuencias finales (í.e. esteri-
lidad funcional). Uno de los gasterópodos más susceptibles al efecto masculinizante del TBT es Nucella
lapillus. En este animal la imposición de pene y vaso deferente tiene lugar para concentraciones de
TBT en agua de tan sólo 1-2 ng TBT-Sn I-', niveles de aproximadamente 5 ng TBT-Sn I^'ocasionan esterili-
dad y a concentraciones que superan los 25 ng TBT-Sn I-' se inicia la espermatogénesis (Gibbs et al.
1988). En el extremo opuesto destacan especies como el buccínido neozelandés Cominella glandi-
formis. Este gasterópodo no parece desarrollar imposex incluso tras ser expuesto durante 150 días a
concentraciones de TBT tan elevadas como 500-600 ng TBT-Sn I-' (Smith & McVeagh 1991). De hecho,
el imposex muestra consecuencias negativas para la reproducción principalmente en miembros de la
familia Muricidae: e.g. N. lapillus (Gibbs & Bryan 1986), Nucella lamellosa (Bright & Ellis 1990), Nucella
lima (Short et al. 1989), Purpura haustorium (como Haustrum haustorium, Stewart et al. 1992), Hexaplex
trunculus (Axiak et al. 1995), Thais orbíta (Stewart et al. 1992), Thais clavigera (Horiguchi et al. 1995) o
Urosalpinx cinerea (Gibbs et al. 1991 b). Se sugiere que este comportamiento diferencial es debido a
que tracto genital masculino y femenino en murícidos muestran la misma distribución espacial dentro
de la cavidad del manto (a diferencia de lo que ocurre en otras familias de neogasterópodos), de
modo que la imposición del primero interrumpe el normal funcionamiento del segundo (Fig. 5, Gibbs
& Bryan 1996). EI proceso subyacente que impide la reproducción de las hembras afectadas es deter-
minado tan sólo en una pequña fracción de estas especies, pudiendo distinguirse dos mecanismos
principales (Fig. 5):
- EI crecimiento del vaso deferente en hembras puede Ilegar a ocluir la papila genital e impedir
la deposición de cápsulas. Esto ocurriría en aquellas especies donde próstata y glándula de la
cápsula ocupan idéntica posición dentro de la cavidad del manto (e.g. Nucella spp.). Este pro-
ceso puede implicar incluso una reorganización más profunda del oviducto anterior femenino.
Por ejemplo, bajo condiciones de contaminación severa el tejido de la bursa copulatrix puede
ser reemplazado por tejido prostático.
- Estadios avanzados de imposex en hembras de otras especies (e. g. O. erinacea y U. cinerea)
implican una glándula de la cápsula y una bursa copulatrix rasgadas longitudinalmente, lo que
impide la cópula y formación de cápsulas. De nuevo, este proceso es un reflejo del correspon-
diente tracto genital masculino. Los machos de estas especies conservan un rasgo primitivo de
los neogasterópodos por el cuál la sección posterior de la próstata muestra una apertura longi-
tudinal que conecta su lumen con la cavidad del manto.
Nucella lapillus: Ocenebra erinacea:
Figura 5.- Primeras observaciones acerca del imposex. Consecuencias del imposex
en especies donde tracto genital masculino y femenino presentan idéntica disposición
dentro de la cavidad del manto, Abreviaturas: apertura de la próstata (ap), giándula de
la cápsula (gc), pene (p), próstata (pr), recto (r) y vaso deferente (vd). Adaptado de
Gibbs & Bryan (1996).
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2.3.2. EL IMPOSEX Y LA BIOMONITORIZACIÓN DE LA CONTAMINACIÓN POR TBT
EI imposex en neogasterópodos muestra una serie de características que lo convierten en un
excelente biomarcador de exposición a la contaminación por TBT:
- Es una respuesta altamente sensible. Su inicio ocurre a concentraciones de contaminante extre-
madamente bajas.
- Su desarrollo ocurre de un modo dosis-dependiente. Resulta así posible no sólo determinar su
presencia sino también cuantificar su intensidad.
- Es una respuesta específica. Ningún otro agente ambiental ha demostrado producir esta ano-
malía (al menos a concentraciones ambientalmente relevantes).
- A diferencia de los análisis químicos que determinan concentraciones del contaminante en di-
versas matrices ambientales, la evaluación del imposex no requiere de material costoso. Ade-
más, dicha respuesta constituye una medida de gran significado biológico que revela de un
modo directo los efectos del contaminante sobre un ecosistema dado a nivel individual, pobla-
cional e incluso comunitario.
- Finalmente, medir las concentraciones del contaminante puede estar afectado por procesos
puntuales mientras que esta respuesta integra los aportes que sufre un área dada a una escala
espacial y temporal mayor.
Así, las investigaciones sobre el binomio imposex-TBT no se han detenido tras las primeras publicacio-
nes que tenían por objetivo registrar la incidencia y características de la respuesta en las distintas espe-
cies. Desde finales de la década de 1980 hasta la actualidad el imposex en diversos gasterópodos ha
sido extensamente utilizado para inferir los niveles ambientales del contaminante y su evolución tem-
poral en distintas áreas geográficas. De hecho, el imposex constituye el primer efecto biológico espe-
cífico obligatorio en los estudios de vigilancia requeridos por OSPAR (Convention for the Protection of
the Marine Environment of the North-EastAtlantic; www.ospar.org) mientras que en los estudios de mo-
nitorización relativos a otros contaminantes basta con determinar sus concentraciones en ciertos orga-
nismos (generalmente Mytilus spp.) y sedimentos.
Los índices de imposex empleados con mayor frecuencia en estudios de biomonitorización son
los que cuantifican el grado de desarrollo de pene y conducto deferente:
^%
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Índice del tamaño relativo del pene (Relat'Ne Penis Síze Index o RPSI). Este índice representa el
volumen medio del pene de las hembras de una población expresado como porcentaje del
de los machos de la misma población (100 x[longitud media del pene de las hembras]3 /
[longitud media del pene de los machos]3). Su formulación se fundamenta en el hecho de que
el desarrollo del pene en hembras tiene lugar de un modo dosis-dependiente pero su tamaño
no puede compararse sin más al depender del tamaño corporal que, a su vez, varía enorme-
mente entre poblaciones (e.g. los individuos de sitios expuestos al oleaje suelen ser más peque-
ños que los de sitios protegidos). EI RPSI se propuso originalmente en el murícido Nucella lapillus,
una especie cuyo pene presenta una morfología columelar, y por ello cuantifica su desarrollo
atendiendo a su volumen (Gibbs et al. 1987). Su posterior aplicación a otras especies ha reque-
rido pequeñas modificaciones. Así, en aquéllas donde el crecimiento del pene tiene lugar pre-
ferentemente en un eje se ha optado por medir simplemente su longitud y calcular el denomi-
nado índice de la longitud relativa del pene (Relat'►ve Penis Length Index o RPLI): e.g. Nassarius
reticulatus (Stroben et al. 1992b, Bryan et al. 1993, Barreiro et al. 2001, Barroso et al. 2002), llya-
nassa obsoleta (Bryan et al. 1989, Curtis & Kinley 1998) o Lepsiella scobina (Stewart et al. 1992).
En otras especies se ha sugerido incluso que el índice más adecuado es aquél que tiene en
cuenta el área o superficie de este órgano: e.g. Thaís spp. (Wilson et al. 1993).
Índice de la Secuencia del Vaso Deferente (Vas Deferens Sequence Index o VDSI). Este índice
calcula el valor medio de los varios estadios de desarrollo de imposex que exhiben las hembras
de una población. De nuevo, este índice se propuso originalmente para el murícido Nucella
lapillus donde Gibbs et al. (1987) describieron un esquema general de evolución del imposex
con seis estadios de desarrollo (Fig. 6): hembra normal no afectada (estadio 0), desarrollo de la
sección proximal del vaso deferente (estadio 1), desarrollo inicial del pene (estadio 2), desarrollo
de la sección distal del vaso deferente e incremento de la longitud del pene (estadio 3), fusión
de las secciones distal y proximal del vaso deferente y tamaño del pene comparable al de un
macho (estadio 4), proliferación del tejido del vaso deferente en las proximidades de la papila
genital ocasionando un desplazamiento y/o bloqueo del gonoporo femenino (estadio 5) y, final-
mente, acúmulo de cápsulas abortadas en el interior de la glándula de la cápsula como con-
secuencia del anterior bloqueo (estadio b). Posteriormente, el principio general del esquema de
evolución del imposex y del índice VDSI se ha aplicado a otras especies tras las oportunas modi-
ficaciones: e. g. Nucella lima (Short et al. 1989), Thais haemastoma (Spence et al. 1990), Lepsie-
Ila scobina (Stewart et al. 1992) o Nassarius retículatus (Stroben et al. 1992b, Barreiro et al. 2001).
Fígura ó.- EI imposex y la biomonitorización de la
contaminación por TBT. Estac^ios de :^esarrollo dei imposex
en NuceJla iaprli±^s {Gibbs et al. ? 987). Abreviaturas: a(ana},
ca (eápsuias abortadas), gc {glándula de la c^psula), p
(pene), pg (pap:.a genitai), v(vulva) y vd (vc^so deferentel,
Además de los dos índices anteriores, en determinadas especies bioindicadoras es posible calcular
también otros índices basados en ciertas peculiaridades de la respuesta en el organismo en cuestión:
- Porcentaje de hembras estériles. Pese a que existe una relación evidente entre VDSI y restricción
de la fertilidad, puede resultar útil calcular el porcentaje de hembras estériles y tener así una
idea directa de la potencial capacidad reproductiva de una población. Obviamente, el cálcu-
lo de este índice está limitado a aquellas especies donde el imposex interrumpe el normal fun-
cionamiento del tracto genital femenino.
- Índice del grado de convolución del oviducto. Este índice refleja la masculinización que sufre la
porción gonadal del oviducto de ciertos nasáridos (e. g. llyanassa obsoleta: Smith 1980, Nassa-
rius retículatus: Barreiro et al. 2001, Barroso et al. 2002, o Gyclope neritea: Quintela et al. 2006):
oviductos rectos (condición normal en hembras no afectadas) reciben el valor de 0, oviductos
suavemente convolucionados son puntuados como 1, y a aquéllos fuertemente convoluciona-
dos (imitando la vesícula seminal masculina) se les asigna el valor de 2.
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2.3.3. EXTENSIÓN GEOGRÁFICA Y TAXONÓMICA DEL IMPOSEX
La extensa información recabada durante los últimos 20 años muestra que el imposex es un
fenómeno global y ampliamente extendido que afecta a decenas de gasterópodos (las revisiones
más recientes elevan a cerca de 200 el número de especies que exhiben esta anomalía, Shi et al.
2005). Los efectos sobre las poblaciones no sólo se registran en zonas portuarias y estuáricas, sino tam-
bién en áreas de costa abierta cercanas a rutas de tráfico marítimo (ten Hallers-Tjabbes et al. 1994,
Chiavarini et al. 2003, Gomez-Ariza et al. 2006). A causa de su extrema sensibilidad, Nucella lapíllus
exhibe poblaciones afectadas en todo su rango de distribución europeo: e.g. Noruega (Folsviksrk et al.
1999), Islandia (Svavarsson & Skarphéndinsdóttir 1995, Svavarsson 2000), Países Bajos (Ritsema et al.
1991), Irlanda (Minchin et al. 1996, Minchin & Minchin 1997), Inglaterra (Gibbs et al. 1987, Gibbs et al.
1991 a, Douglas 1993), Francia (Huet et al. 1996, Huet et al. 2004), España (Ruiz et al. 1998, Barreiro et
al. 1999) o Portugal (Santos et al. 2000, Santos et al. 2002a, Galante-Oliveira et al. 2006). En esta espe-
cie se ha Ilegado al extremo de que el imposex es la norma y resulta realmente complicado encon-
trar poblaciones no afectadas. De hecho, incluso en especies menos sensibles como Nassarius reticu-
latus, las poblaciones no afectadas constituyen una excepción a lo largo de las costas europeas
(Stroben et al. 1992b, Bryan et al. 1993, Huet et al. 1995, Gibbs et al. 1997, Barreiro et al. 2001, Pessoa
et al. 2001, Barroso et al. 2002, Magnusson & Granmo 2004, Santos et al. 2004, Barroso et al. 2005,
Ruiz et al. 2005, Sousa et al. 2005, Rato et al. 2006, Wirzinger et al. 2007).
Fuera del continente europeo se han registrado poblaciones de distintos gasterópodos que ex-
hiben imposex en Canadá (Tester & Ellis 1995, Prouse & Ellis 1997, Horiguchi et al. 2004, Viglino et al.
2006), Alaska (Short et al. 1989), Estados Unidos (Bryan et al. 1989, Curtis & Kinley 1998, Evans et al.
2001, Mann et al. 2006), Chile (Gooding et al. 1999), Argentina (Penchaszadeh et al. 2001), Brasil
(Fernandez et al. 2004), Japón (Horiguchi et al. 1997, Horiguchi et al. 1998, Horiguchi et al. 2000), Co-
rea (Shim et al. 2000, Cho et al. 2006), Taiwan (Liu et al. 1997, Hung et al. 2001), Tailandia (Swennen et
al. 1997, Bech 1999, 2002a, 2002b), Singapur (Tan 1997, 1999), Indonesia (Evans et al. 1995), India
(Vishwa Kiran & Anil 1999), Sudáfrica (Marshall & Rajkumar 2003), Australia (Kohn & Almasi 1993, Nias et
al. 1993, Wilson et al. 1993, Reitsema & Spickett 1999, Rees et al. 2001, Gibson & Wilson 2002) o Nueva
Zelanda (Stewart et al. 1992) entre otros.
2.3.4. DISRUPCIÓN ENDOCRINA Y EL MECANISMO DEL IMPOSEX
EI imposex representa un caso paradigmático de la acción de un contaminante (el TB17 sobre la
homeostasis y funcionamiento del sistema endocrino de un organismo (los gasterópodos). Los conta-
minantes que interfieren con el sistema hormonal constituyen un problema ambiental destacado y
creciente puesto que a partir de la Segunda Guerra Mundial se ha liberado al medio ambiente un
gran número y cantidad de tales sustancias (Matthiessen 2003). En este contexto, el binomio imposex-
TBT ha dejado de ser un fenómeno aislado para integrarse en una línea de investigación, la disrupción
endocrina, que persigue caracterizar los compuestos químicos que alteran el sistema endocrino de
los organismos y descubrir su modo de funcionamiento.
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Pese a que el imposex en gasterópodos prosobranquios se considera uno de los ejemplos mejor
documentados de disrupción endocrina en invertebrados acuáticos (Matthiessen & Gibbs 1998), el
mecanismo que desencadena dicha respuesta no ha sido establecido aún con certeza. Algunas de
las teorías propuestas se resumen brevemente a continuación (revisado en Oehlmann et al. 2007):
- Hipótesis de la inhibición de la aromatasa (Spooner et al. 1991, Stroben et al. 1991): el TBT inhibi-
ría la actividad de la aromatasa dependiente del citocromo P-450 provocando un incremento
de los niveles endógenos de testosterona.
- Hipótesis de la excreción de testosterona (Ronis & Mason 1996): el TBT bloquearía la conjugación
de la testosterona con radicales sulfato disminuyendo considerablemente la eliminación meta-
bólica de este esteroide.
- Hipótesis de los efectos del TBT sobre los niveles de testosterona libre vs. testosterona esterificada
(Gooding & LeBlanc 2002): el TBT interrumpiría la ruta metabólica de esterificación de la testoste-
rona incrementando los niveles endógenos de testosterona activa.
- Hipótesis de los efectos sobre el sistema de hormonas peptídicas (Oberddrster & McClellan-
Green 2000): el TBT actuaría como una neurotoxina ocasionando una liberación anormal de
hormonas peptídicas relacionadas con el desarrollo sexual.
- Hipótesis de los efectos sobre el Receptor Retinoideo X(Nishikawa et al. 2004, Nishikawa 2006):
el TBT se uniría a receptores de la superfamilia de las hormonas esteroideas induciendo la trans-
cripción de genes relacionados con el desarrollo de los órganos sexuales.
La hipótesis de la inhibición de la aromatasa ha recibido numerosos apoyos experimentales desde su
propuesta a principios de la década de 1990 (Schulte-Oehlmann et al. 1995, Bettin et al. 1996, Santos
et al. 2002b, Barroso et al. 2005, Santos et al. 2005) y, de este modo, algunos autores la consideran
actualmente la hipótesis mejor fundada (Matthiessen & Gibbs 1998, Oehlmann et al. 2007). La rele-
vancia biológica de la hipótesis de la excreción de testosterona ha sido cuestionada debido principal-
mente a las elevadas concentraciones de TBT necesarias a fin de desencadenar dicho mecanismo
fisiológico (Oehlmann et al. 2007). La validez de la hipótesis de los efectos del TBT sobre los niveles de
testosterona libre vs. testosterona esterificada también ha sido discutida puesto que sus conclusiones
no han podido corroborarse utilizando otro potente andrógeno, el fungicida agrícola pirimidínico fena-
rimol, en el gasterópodo dulceacuícola Marisa cornuarietis (Janer et al. 2006). Por otra parte, la teoría
de los efectos del TBT sobre el sistema de hormonas peptídicas ha recibido, al igual que la teoría de la
inhibición de la aromatasa, considerable apoyo experimental (Oberddrster & McClellan-Green 2004,
Oberdorster et al. 2005). Esta hipótesis no contradice necesariamente la anterior y es posible que sim-
plemente contemplen distintos aspectos del sistema endocrino de los prosobranquios (Oberdbrster &
McClellan-Green 2002). Finalmente, todavía son escasos los estudios sobre la hipótesis más reciente
(efectos en el receptor retinoideo X). En todo caso, existen ya resultados contradictorios. Así, mientras
que el desarrollo del imposex en Thais clavigera y Nucella lapillus fue claramente inducido por el li-
gando natural del receptor retinoideo X en humanos (Nishikawa et al. 2004, Castro et al. 2007), otros
autores no han podido confirmar estos resultados (ver Di Benedetto 2005 en Oehlmann et al. 2007).
2.4. DEGRADACIÓN DEL TBT EN EL MEDIO MARINO
La molécula de TBT está constituída por tres cadenas n-butil unidas a un átomo de estaño me-
diante enlace covalente C-Sn. Esta molécula se degrada perdiendo progresivamente los grupos orgá-
nicos (i.e. debutilación secuencial): tributilo de estaño (TB17 ^ dibutilo de estaño (DBT) ^ monobutilo de
estaño (MB17 ^ estaño inorgánico (Sn IV). La ruptura de los enlaces C-Sn puede ocurrir por procesos
biológicos, químicos o físicos. Sin embargo, sólo los procesos biológicos y químicos muestran relevan-
cia ambiental (Adelman et al. 1990, Batley 1996, Fent 1996): (i) la ruptura térmica es improbable pues
el enlace es estable a temperaturas próximas a los 200 °C; (ii) los valores naturales de radiación gam-
ma están muy por debajo de los niveles necesarios para que tenga lugar la anterior disociación; y(iii)
la fotodegradación por luz ultravioleta es despreciable debido a su escasa capacidad de penetra-
ción en la columna de agua.
AI igual que otros contaminantes de naturaleza hidrofóbica, el TBT se adsorbe rápidamente a
material particulado en suspensión (arcillas o materia orgánica). De esta manera, se concentra inicial-
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mente en la microcapa superficial de agua (e.g. Cleary & Stebbing 1987). Sin embargo, si su elimina-
ción no ocurre en un periodo de tiempo relativamente corto acaba acumulándose en los sedimentos
(e.g. Sarradin et al. 1995). Sus tasas de degradación y vida media difieren de modo significativo en
ambos compartimentos:
En la columna de agua el TBT es poco persistente. Su vida media en condiciones de temperatu-
ra estival oscila entre los 7 y los 30 días, si bien para temperaturas invernales puede abarcar al-
go más de unos dos meses (Fent 1996). Además, para una misma temperatura es posible ob-
servar variaciones considerables de dicho periodo atendiendo al mayor o menor contenido en
nutrientes. A 28 °C la vida media del TBT en aguas estuáricas es de tan sólo 6-7 días mientras
que en mar abierto puede superar las dos semanas (Batley 1996).
En la superficie óxica de los sedimentos la degradación microbiana difiere relativamente poco
de la que ocurre en la columna de agua. Sin embargo, en los sedimentos anóxicos más profun-
dos ésta es significativamente más lenta y el TBT puede permanecer allí almacenado durante
décadas (Bosselmann 1996, Seligman et al. 1996). De este modo, los sedimentos pueden ac-
tuar como una fuente secundaria de contaminación (i.e. sistema sink-source) pues el TBT puede
ser reciclado a la columna de agua como consecuencia de la actividad de la fauna excava-
dora u operaciones de dragado (e.g. Santos et al. 2004).
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2.5. LEGISLACIÓN RELATIVA AL USO DEL TBT
La profunda crisis socioeconómica que experimenta el sector ostrícola francés entre los años
1977 y 1983 es el detonante del establecimiento de medidas de regulación relativas al uso de TBT en
pinturas antiincrustantes (Alzieu 2000). Con el objetivo de disminuir los niveles del contaminante en
áreas costeras, Francia prohibe en enero de 1982 el uso de estas pinturas en embarcaciones con es-
lora inferior a 25 metros. A finales de la década de 1980 es ya evidente que los acontecimientos regis-
trados en la bahía francesa de Arcachon no constituyen un hecho aislado. Los efectos nocivos del TBT
sobre organismos no diana, principalmente bivalvos y gasterópodos, se registran en las costas de todo
el planeta. En consecuencia, diversos países siguen el ejemplo francés e introducen semejantes me-
didas parciales de regulación: e.g. Reino Unido (1987), Estados Unidos (1988), Canadá (1989), Nueva
Zelanda ( 1989), Australia ( 1989), Noruega (1989) o la Unión Europea (1989) (revisado en Champ 2000).
Finalmente, el 16 de noviembre de 1990, el Comité de Protección del Ambiente Marino (Maríne Enví-
ronment Protection Committee o MEPC) de la Organización Marítima Internacional (International Mari-
time Organízation o IMO) adopta la Resolución MEPC 46(30) "Medidas para controlar impactos adve-
sos asociados con el uso de tributilo de estaño en pinturas antiincrustantes" que recomienda a los paí-
ses miembros: ( i) eliminar el uso de TBT en pinturas antiincrustantes en buques de eslora inferior a 25
metros, y(ii) alentar el desarrollo de métodos antifouling alternativos. En dicha resolución también se
sugiere una tasa de lixiviado de las pinturas inferior a 4 µg TBT/cm2 y día para embarcaciones mayores.
Sin embargo, no se introducen mayores restricciones asumiendo que las concentraciones del conta-
minante en mar abierto son irrelevantes.
Estudios de diversa índole a lo largo las costas europeas han registrado una tendencia decre-
ciente en los niveles del contaminante tras la introducción de las anteriores medidas legislativas: (i)
recuperación de poblaciones de Crassostrea gigas (Alzieu 1991, Dyrynda 1992), (ii) declive de los con-
centraciones del contaminante en agua y sedimentos (Dowson et al. 1994, Waite et al. 1996, Michel &
Averty 1999) o (iii) menor incidencia e intensidad del imposex en poblaciones de gasterópodos (Bryan
et al. 1993, Matthiessen et al. 1995, Evans et al. 1996, Harding et al. 1997, Svavarsson 2000, Birche-
nough et al. 2002). Un descenso similar ha sido descrito asimismo para las costas de Estados Unidos
(Valkirs et al. 1991, Huggett et al. 1996), Canadá (Reitsema et al. 2002), Nueva Zelanda (Smith 1996) o
Australia (Rees et al. 2001) entre otros.
Pese a lo anteriormente expuesto, las concentraciones ambientales de TBT continúan siendo
preocupantes para numerosos organismos. Así, distintos países han proclamado la necesidad de que
este compuesto sea totalmente prohibido. Recientemente, la Organización Marítima Internacional
(IMO) ha adoptado el "Convenio Internacional sobre el Control de Sistemas Antiincrustantes Nocivos
en Buques". Este acuerdo prohíbe reaplicar pinturas con TBT en embarcaciones de todo tipo a partir
del 1 de enero de 2003, con el objetivo de que en enero de 2008 no quede ni un solo barco pintado 35
con este compuesto (Champ 2000). Sin embargo, su ratificación por el número requerido de países
(i.e. veinticinco estados cuyas flotas mercantes combinadas representen no menos del 25% del tone-
laje bruto de la marina mercante mundial) ha ocurrido tan sólo recientemente, el 17 de septiembre
de 2007. En consecuencia, dicha prohibición entrará en vigor a partir del 17 de septiembre de 2008.
Las principales voces en contra de esta prohibición total han destacado las múltiples ventajas econó-
micas y"ambientales" asociadas al uso de este compuesto al tiempo que han esgrimido la ausencia
de alternativas relevantes (Abbott et al. 2000, Abel 2000, Evans et al. 2000).
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3. NASSARIUS RETICULATUS: UN ORGANISMO MODELO EN EL ATLÁNTICO NORDESTE
3.1. BIOLOGÍA Y ECOLOGÍA DE NASSARIUS RETICULATUS
Nassarius reticulatus (L.) es un gasterópodo marino del grupo de los prosobranquios neogasteró-
podos (Tabla 1). Se trata de una especie que muestra una amplia distribución a lo largo del litoral
atlántico europeo: desde los archipiélagos de Canarias y Azores hasta el norte de Noruega; además,
también ha sido registrada en las costas de los mares Mediterráneo y Negro (Fretter & Graham 1985).
Habita fondos arenosos o arcillosos del intermareal e infralitoral hasta una profundidad de aproxima-
damente 35 m. Puede de esta manera encontrarse con facilidad en enclaves protegidos donde pre-
domina la sedimentación, pero también en costas rocosas con sustrato blando. Sus poblaciones proli-
feran igualmente en ambientes salobres puesto que tolera amplias variaciones de salinidad (Eriksson &
Tallmark 1974).
Phylum: Mollusca
Clase: Gastropoda
Subclase: Prosobranchia
Orden: Neogastropoda
Familia: Nassariidae Iredale, 191 6
Género: Nassarius Duméril, 1806
Especie: Nassarius reticulatus (Linnaeus, 1758)
Sinónimos: Hinia reticulata (Linnaeus, 1758 )
Tabla 1.- 8iología y ecología de Nassarius
retículatus. Clasíficación taxonómica ^e 1a
especie.
La concha , típicamente parda, puede alcanzar 30 mm de longitud; es cónica y posee una
ornamentación profusa: numerosas costillas axiales y estrías en espiral se entrecruzan en su superficie
dando lugar a un patrón reticulado característico (Fig. 7), rasgos a los que alude el nombre de la es-
k7 %
pecie ("nassa" = con forma de red y "reticulata" = reticulada). La apertura es ovalada. Su labio inter-
no se proyecta sobre la última espira originando una callosidad blanquecina. EI labio externo es fino y
liso en individuos juveniles pero grueso y provisto de una fila radial de dientes en ejemplares más lon-
gevos. EI canal sifonal es corto, profundo y oblícuo.
Figura 7.- Biologia y ecología de Nassarius
reticulatus. Aspecto generai de !a concha
de un individuo adulto.
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La anotomía interna de Nassarius reticulatus, al igual que la de los restantes neogasterópodos,
está caracterizada por la supresión total de órganos en la parte derecha del organismo (Fig. 8, Fretter
& Graham 1994): el corazón presenta una única aurícula (monotocardio) y la branquia (ctenidium) tan
sólo muestra filamentos a un lado de su eje central (monopectinada). EI cuerpo del animal puede
definirse como un gran pie muscular sobre el cuál se asientan cabeza y masa visceral. La primera de
dichas estructuras alberga un par de tentáculos en los que se sitúan los ojos y una probóscide retraíble
que constituye el inicio del aparato digestivo. En la masa visceral se encuentran el estómago, glándu-
la digestiva, intestino, riñón, corazón y gónada. Cabe destacar además la existencia de un sifón
(originado a partir de un pliegue del margen paleal anterior) y un osfradio (un sofisticado órgano olfati-
vo situado a continuación de la branquia en el interior de la cavidad del manto).
Esta especie es considerada con frecuencia un necrófago obligado (Davenport & Moore 2002).
Los individuos juveniles exhiben fundamentalmente hábitos detritívoros, mientras que los adultos mues-
tran preferencia por carroña de mayor tamaño (Tallmark 1980). Los ejemplares maduros permanecen
la mayor parte del tiempo enterrados en el sustrato, a escasos centímetros de la superficie, pero res-
ponden en cuestión de segundos a estímulos olfativos indicativos de la presencia de carroña. Emer-
gen entonces del sedimento viajando distancias de varios metros hasta alcanzar el alimento e ingie-
ren, en pocos minutos, cantidades considerables de éste en relación con su tamaño corporal (Crisp et
al. 1978). La anterior respuesta sólo tiene lugar en individuos que no se han alimentado durante perio-
dos de tiempo relativamente largos (Crisp 1978) y ésta no se produce cuando el estímulo tiene su ori-
gen en un ejemplar coespecífico (Davenport & Moore 2002); comportamientos que minimizan clara-
mente el riesgo de predación.
___._ __ __ _ _ .
^a) gd
(b)
^op
Figura 8,- Biologia y ecologia de Nassaríus reticulatus. Anatamía ínterna de un
índividua adukfia: vista lateral derecha (a) e ízquierda {b} tras retirar la concha.
Abreviaturas: aurícuia {au), baca (b), cfenidlum (ct), estómago (e), glánduia
digestiva {gd), glándula hípabranquíal (gh), ganglía sifanai (gs}, gangíío visceral (gv),
intesfiino (i), I+r-nite del mc^nta (Im), rnúsculo colurnelar {mc}, o}o {o), opérculo (ap),
asfradia {as), pene {p), pie (pi), recto {r), ríñán (ri), sifón {s}, fientácula (t), ventricufo {v),
vaso branguiaf eferente (vbe), vaso deferente (vd) (Fretter & Graham 1994). ^39
Los sexos en Nassarius retículatus están separados y son permanentes a lo largo de la vida del
individuo (í.e. especie dioica). Los machos exhiben un pene de longitud considerable, un testículo
anaranjado y una vesícula seminal blanquecina profusamente convolucionada. Por su parte, las hem-
bras pueden identificarse claramente por la presencia de una glándula de la cápsula blanca y disten-
dida que exhibe en su región anterior una mancha conspicua de color rosado; el ovario es pardo y el
oviducto, de igual coloración, recto. EI ciclo reproductivo de esta especie exhibe un claro patrón esta-
cional que afecta no sólo a la maduración de las gónadas sino también a los caracteres anteriores
(Barroso & Moreira 1998). Durante el periodo de reposo sexual, vesícula seminal y glándula de la cáp-
sula pueden pasar totalmente inadvertidas, las gónadas (ovario y testículo) muestran menor extensión
y se confunden con la glándula digestiva y, además, el pene también parece reducir su longitud.
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En latitudes templadas, la gametogénesis se inicia a finales del verano y la puesta comienza en
los últimos meses del invierno (febrero-marzo), asociada probablemente a un incremento en la tem-
peratura del agua (Barroso & Moreira 1998). EI desarrollo es indirecto (Lebour 1931):
- Las cápsulas de huevos son fijadas a un sustrato duro. Miden aproximadamente 5 mm de diá-
metro y contienen una media de 250 huevos. Su morfología es lenticular con una cara plana y
otra ligeramente convexa. Presentan una apertura (inicialmente ocluida) en el extremo superior
y una base adhesiva ancha. EI tiempo requerido para que las larvas completen su desarrollo en
el interior de la cápsula está íntimamente relacionado con la temperatura del agua. A 12 °C
son necesarios 24 días, a 16 °C dicho periodo se reduce a dos semanas y para una temperatu-
ra de 20 °C la eclosión tiene lugar en tan sólo 12 días (Tallmark 1980). No existen huevos nutri-
cios de manera que, bajo condiciones óptimas, todos los embriones completan su desarrollo.
- Las larvas recién eclosionadas miden aproximadamente 300 ^m y presentan una concha no
esculpida. EI velo es bilobulado y transparente, si bien presenta una pigmentación oscura en su
borde externo. Los ojos se sitúan en la base de unos pequeños tentáculos y resulta posible ob-
servar a través de la concha los órganos internos (boca, esófago, estómago ^iliado y con su
contenido en contínuo movimiento-, intestino y ano). Estas larvas se alimentan de fitoplancton y
parecen estar restringidas a las capas más superficiales de agua (í. e. 5-10 metros de profundi-
dad, Fretter & Shale 1973). Protoconcha, pie y velo incrementan su tamaño durante las primeras
semanas de vida. Además, esta última estructura también sufre modificaciones morfológicas:
aparece una identición central en cada lóbulo que aumenta su profundidad gradualmente. De
esta manera, tras 25 días, las larvas exhiben un velo tetralobulado y la concha presenta ya 2-3
espiras (Fig. 9).
0.25 mm
r-------,
Fígura 9.- 8iologia y ecologia de Nassarius
reticu/atus. Rspecto genera! de una iarva
con 4(J días de vida (Fretter & Grat^am 1994).
Abreviaturas: estatacista (es), opérculo (op},
pico de la concha (pc), pigmento en !a suefa
del pie (pp}, pigmento en e! borde del velo
(pv) y tubo sifona! {ts). ^
Con 6 semanas el pie se encuentra totalmente desarrollado y es similar en morfología al de un
adulto. Las larvas, que superan ya el milímetro de longitud, alternan periodos de natación activa
con otros de reposo sobre el fondo. Finalmente, se inicia la reabsorción del velo. Es probable sin
embargo que la degradación completa no tenga lugar hasta que el individuo encuentra un
sustrato adecuado sobre el que asentarse (e. g. con un contenido elevado en materia orgáni-
ca, Tallmark 1980). De nuevo, el periodo de tiempo transcurrido desde la eclosión hasta la me-
^^
tamorfosis y asentamiento está íntimamente relacionado con la temperatura del agua (Tallmark
1980).
EI crecimiento de la especie es rápido durante los tres primeros años de vida pero desciende
de modo abrupto cuando los individuos alcanzan la madurez sexual (alrededor de los 48 meses)
(Tallmark 1980). Por otra parte, la mortalidad es muy elevada durante la fase planctónica pero baja
entre los ejemplares maduros pues apenas presentan depredadores y han desarrollado comporta-
mientos que favorecen su evitación (e.g. los periodos de mayor actividad ocurren durante la marea
alta o durante la noche). En consecuencia, este animal puede Ilegar a vivir 15 años (Tallmark 1980).
Pese a todo, el parasitismo por trematodos en ciertas localidades puede representar una causa im-
portante de mortalidad en la población adulta (Tallmark & Norrgren 1976, Tallmark 1980); ocasiona
castración y, además, los individuos afectados son más susceptibles al estrés ambiental (e.g. salino 0
térmico).
3.2. VENTAJAS DE NASSARIUS RETICULATUS COMO ORGANISMO MODELO
3.2.1. NASSARIUS RETICULATUS Y EL ESTUDIO DE LA DISPERSIÓN
Puesto que reunir datos sobre la estructura genética de poblaciones de todas las especies
resulta cuando menos costoso en recursos y tiempo, se ha recomendado en este tipo de trabajos (al
igual que en otros muchos estudios) emplear organismos modelo (Palumbi et al. 2003). Dichos orga-
nismos se caracterizan por carecer de valor económico o para la conservación pero, en contraparti-
da, resultan fáciles de estudiar dada su abundancia. Además, la ausencia de valor económico repre-
senta una segunda ventaja ya que se efimina, al menos en parte, el peligro de que la estructura inferi-
da esté influenciada por la acción humana (e.g. el trasvase de individuos con fines comerciales pue-
de ocasionar que se concluya una conectividad elevada entre poblaciones genéticamente aisla-
das) .
En este sentido, Nassarius retículatus (L.) es un gasterópodo prosobranquio marino que, no sólo
4 carece de valor económico y para la conservación, sino que también presenta otras características
que lo convierten en una especie particularmente útil en estudios de genética de poblaciones. Como
se indica más arriba, es un organismo común a lo largo de las costas europeas (Fretter & Graham
1985); puede así emplearse en estudios regionales pero también en aquéllos cuya finalidad es revelar
patrones que actúan a una escala geográfica relativamente amplia, tanto actuales (e.g. corrientes
oceanográficas) como históricos (e.g. glaciaciones). Además, es especialmente abundante en el in-
termareal blando lo que hace posible capturar a mano un número elevado de individuos simplemen-
te con la ayuda de un cebo. Su amplia tolerancia a variaciones en la salinidad y temperatura (Eriksson
& Tallmark 1974) permite mantenerlo en condiciones de laboratorio durante periodos relativamente
largos. Finalmente, tanto su ciclo reproductivo como sus fases larvarias se han descrito con detalle.
Exhibe un ciclo reproductivo con un patrón estacional bien definido (Barroso & Moreira 1998) y su ca-
pacidad potencial de dispersión es elevada pues de las cápsulas bénticas eclosionan larvas velígeras
que forman parte del plancton durante 1-2 meses hasta la metamorfosis (Lebour 1931).
3.2.2. NASSARIUS RETICULATUS Y LA BIOMONITORIZACIÓN DEL TBT
Los gasterópodos prosobranquios constituyen un grupo eminentemente marino de extraordi-
naria riqueza específica. Sus numerosas especies contribuyen a una fracción considerable de la biodi-
versidad y juegan papeles ecológicos importantes en numerosos ecosistemas (e.g, actúan como es-
pecies clave o representan una fracción significativa de la biomasa de distintos niveles tróficos). A pe-
sar de su relevancia, han recibido escasa atención como modelos de estudio en ecotoxicología pues
con frecuencia presentan ciclos vitales largos que hacen difícil mantener stocks saludables en condi-
ciones de laboratorio (Oehlmann et al. 2007). Sin embargo, este grupo ha mostrado gran utilidad en
estudios de biomonitorización y ha sido usado con éxito para inferir la calidad de distintos ecosistemas
(Oehlmann & Schulte-Oehlmann 2003). Un ejemplo paradigmático de dicha utilidad, que ha recibido
considerable atención en las últimas dos décadas, puede encontrarse en la contaminación por com-
puestos organoestánnicos, principalmente TBT.
AI igual que ocurre en otros gasterópodos prosobranquios, las hembras de Nassarius reticulatus 3
desarrollan órganos sexuales masculinos ante la contaminación por TBT. La incidencia y características
del imposex en esta especie fueron investigadas por primera vez a principios de la década de 1990
(Stroben et al. 1992b, 1992a). Dichas investigaciones revelaron que este organismo resultaba de gran
utilidad en estudios de biomonitorización. Es más, su empleo podía aventajar en algunos casos a la
especie bioindicadora por excelencia de las costas europeas, Nucella lapillus, dada su menor sensibi-
lidad y requerimientos ecológicos. Desde entonces y hasta la actualidad, varios estudios a lo largo del
rango geográfico de esta especie han corroborado su utilidad a fin de monitorizar los niveles ambien-
tales de TBT y su evolución temporal: Suecia (Magnusson & Granmo 2004), Inglaterra (Bryan et al.
1993), Francia (Huet et al. 1995, Wirzinger et al. 2007), España (Barreiro et al. 2001, Ruiz et al. 2005, Go-
mez-Ariza et al. 2006), Portugal (Pessoa et al. 2001, Barroso et al. 2002, Santos et al. 2004, Barroso et al.
2005, Sousa et al. 2005, Rato et al. 2006) o Italia (Berto et al. 2006).
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La presente memoria está estructurada en 5 estudios independientes cuyos objetivos se deta-
Ilan a continuación:
En el Capítulo 1"Imposex y bioacumulación de organoestánnicos en poblaciones de Nassa-
rius reticulatus (L.) de Galicia (NO de la Península Ibérica): situación actual y tendencia tem-
poral (2000-2005)", el grado de contaminación por tributilo de estaño (TBT) es evaluado en 46
localidades de la costa gallega empleando Nassarius reticulatus como organismo bioindicador.
Con los datos obtenidos se pretende: (i) ampliar la información relativa al imposex en esta espe-
cie y su utilidad en estudios de biomonitorización; (ii) evaluar la situación actual de la costa ga-
Ilega en lo relativo a este tipo de contaminación; y(iii) comparar los datos obtenidos con aqué-
Ilos derivados de un estudio previo con el objetivo de determinar la evolución temporal de los
niveles del contaminante en el área geográfica estudiada y establecer la efectividad de la le-
gislación vigente.
En el Capítulo 2"Estructura genética de poblaciones del prosobranquio Nassarius reticulatus
(L.) en la costa de Galicia (NO de la Península Ibérica) revelada con marcadores RAPD", la
conectividad de poblaciones de organismos con alto potencial dispersivo a lo largo del litoral
atlántico gallego es investigada utilizando marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) y Nassaríus reticulatus como modelo de estudio. Con los datos obtenidos se pretende: (i)
evaluar la conectividad demográfica de las poblaciones en la región; e(ii) investigar si las rías
limitan de algún modo el flujo genético entre las poblaciones de su interior y las situadas en la
costa abierta adyacente.
En el Capítulo 3"Aislamiento genético por distancia entre poblaciones de Nassarius reticu/a-
tus (L.) a lo largo de la costa atlántica europea", la conectividad de poblaciones de organis-
mos con alto potencial dispersivo a lo largo de las costas atlánticas del sur de Europa es investi-
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gada utilizando secuencias mitocondriales del gen Citocromo c Oxidasa Subunidad I(COI) y,
nuevamente, Nassarius retículatus como modelo de estudio. Con los datos obtenidos se preten-
de: (i) evaluar la conectividad demográfica de las poblaciones a lo largo de una escala espa-
cial relativamente amplia (^1700 km); y(ii) establecer qué procesos (históricos y contemporá-
neos) determinan la estructura genética de las poblaciones en el área geográfica estudiada.
En el Capítulo 4"Presencia de Cyclope neritea (L.) (Gastropoda, Prosobranchia) en el NO de
la Península Ibéricci: origen y grado de imposex de las poblaciones", las poblaciones galle-
gas de un gasterópodo alóctono (Cyclope nerítea) son estudiadas desde un punto de vista in-
terdisciplinar. Con los datos obtenidos se pretende: (i) investigar si las hembras de esta especie
desarrollan imposex; (ii) caso de registrarse dicha anomalía, proporcionar una descripción deta-
Ilada de sus características y evaluar el grado de afectación de las poblaciones estudiadas; y
(iii) determinar, empleando secuencias mitocondriales del gen COI, si dichas poblaciones tienen
su origen en una introducción accidental mediada por el hombre o son el resultado de un ex-
pansión natural de su rango geográfico a partir de enclaves naturales próximos. Además, se
discutirá la posible influencia que el descenso de la contaminación por TBT puede presentar so-
bre la expansión del rango geográfico de ésta y otras especies de prosobranquios.
Finalmente, en el Capítulo 5 "DNA barcoding en dos especies mortológicamente similares del
género Nassarius Duméril: Nassarius reticu/atus (L.) y Nassarius nitidus (Jeffreys)", el grado de
divergencia de dos especies del género Nassarius objeto de un considerable debate taxonómi-
co (Nassarius reticulatus y Nassarius nitidus) es investigado utilizando secuencias mitocondriales
del gen COI de distintas poblaciones europeas. Con los datos obtenidos se pretende: (i) mostrar
la utilidad de dichas secuencias en la distinción de ambas especies (DNA barcoding); y (ii) pro-
porcionar un método sencillo y económico para la identificación rutinaria de las mismas (mapa
de restricción). Además, se presentarán y discutirán datos preliminares sobre la presencia y distri-
bución de ambos organismos a lo largo de las costas atlánticas y mediterráneas de Europa.
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CAPÍTULO 1: IMPOSEX Y BIOACUMULACIÓN DE ORGANOESTÁNNICOS EN POBLACIO-
NES DE NASSARIUS RETICULATUS (L.) DE GALICIA (NO PENÍNSULA IBÉRICA): SITUACIÓN
ACTUAL Y EVOLUCIÓN TEMPORAL (2000-2005)
1. INTRODUCCIÓN
2. OBJETIVOS
3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1. ESCALA GEOGRÁFICA DEL ESTUDIO Y RECOGIDA DE LAS MUESTRAS
3.2. EVALUACIÓN DEL IMPOSEX
3.3. ANÁLISIS DE ORGANOESTÁNNICOS
4. RESULTADOS
4.1. INCIDENCIA DEL PARASITISMO Y PROPORCIÓN DE SEXOS
4.2. NIVELES DE IMPOSEX
4.3. NNELES DE BUTILESTÁNNICOS (BTs) EN TEJIDOS
4.4. RELACIÓN ENTRE LOS ÍNDICES BIOLÓGICOS Y LA CONTAMINACIÓN
4.5. IMPOSEX Y TRIBUTILO DE ESTAÑO (TB^ EN LA COSTA GALLEGA: VARIACIÓN ESPACIAL
4.6. IMPOSEX Y BUTILESTÁNNICOS (BTs) EN LA COSTA GALLEGA: VARIACIÓN TEMPORAL
4.6.1 IMPOSEX
4.6.2 BUTILESTÁNNICOS (BTs)
4.6.3 RELACIÓN IMPOSEX - TRIBUTILO DE ESTAÑO (TB^
5. DISCUSIÓN
5,1, UTILIDAD BIOINDICADORA DE LA ESPECIE
5.2. IM POSEX EN NASSARIUS RETICULATUS versus CONTAM INACIÓN POR TBT
5.3, NNELES ACTUALES DE CONTAMINACIÓN E IMPOSEX EN LA COSTA GALLEGA
5.4. TENDENCIA TEMPORAL
6. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
1. INTRODUCCIÓN
Se denomina imposex al fenómeno por el que las hembras de gasterópodos dioicos desarrollan
órganos sexuales masculinos, principalmente un pene y un vaso deferente, junto con aquéllos carac-
terísticos de su sexo (Smith 1971). Esta anomalía se detecta por primera vez a finales de la década de
1960 en poblaciones de Nucella lapíllus del suroeste de Inglaterra (Blaber 1970) pero, en menos de un
año, se producen registros similares en otras especies procedentes de lugares muy distantes entre sí:
Ocenebra erinacea en Francia (Poli et al. 1971), Thais emarginata en la costa oeste de Estados Uni-
dos (Houston 1971) e llyanassa obsoleta en la costa este de Estados Unidos (Smith 1971). A principios
de la década de 1980 se observa que la frecuencia del imposex en poblaciones de /. obsoleta se
incrementa con la proximidad a áreas de tráfico marítimo intenso (Smith 1981 b); poco tiempo des-
pués, dicha masculinización es vinculada con el tributilo de estaño (TBT), un compuesto organoestán-
nico ampliamente utilizado en pinturas antiincrustantes desde la década de 1970 (Smith 1981 a,
1981 c). Sin embargo, estas investigaciones no reciben mayor atención puesto que el desarrollo de
pene y conducto deferente en las hembras de dicha especie no parece perturbar de modo alguno
el normal funcionamiento de los individuos afectados.
Años después, estos trabajos se retoman en Inglaterra, donde se observa que el imposex redu-
ce severamente la capacidad reproductiva de las poblaciones de Nucella lapíllus (Gibbs & Bryan
1986). Diversas experiencias también establecen en esta especie una inequívoca relación entre impo-
sex y contaminación por TBT (Bryan et al. 1986, Bryan et al. 1987). Además, se demuestra que este fe-
nómeno se manifiesta de un modo dosis-dependiente y que su desarrollo se inicia para concentra-
ciones ambientales de TBT extremadamente bajas (<0.5 ng Sn/I). Tales características Ilevan a Gibbs
et al. (1987) a proponer el empleo del imposex en dicha especie en estudios de biomonitorización. b9
Así, en los años inmediatamente posteriores, la existencia de poblaciones afectadas se registra en
distintas áreas geográficas (Escocia: Bailey & Davies 1988, Bailey & Davies 1989; España y Portugal:
Peña et al. 1988).
AI mismo tiempo, esta anomalía comienza a estudiarse también en otros gasterópodos con la
finalidad de determinar su extensión geográfica y taxonómica. En 1991 el fenómeno es registrado ya
en 69 especies distintas (Fioroni et al. 1991): en todas ellas se observa el mismo esquema general de
evolución del imposex, si bien se detectan diferencias en lo relativo a la sensibilidad (i.e. concentra-
ción umbral que desencadena la respuesta) y consecuencias finales (í.e. esterilidad funcional). EI im-
posex en alguna de estas especies es utilizado igualmente como biomarcador de exposición de la
contaminación por TBT, particularmente en aquellas regiones fuera del rango de distribución de Nu-
cella lapillus: e.g. Ilyanassa obsoleta en Estados Unidos (Bryan et al. 1989), Nucella lima en Alaska
(Short et al. 1989), Thais haemastoma en las Azores (Spence et al. 1990), Lepsiella scobína en Nueva
Zelanda (Smith & McVeagh 1991), Thais clavigera en Japón (Horiguchi et al. 1994) o Hexaplex truncu-
lus en la costa mediterránea (Axiak et al. 1995).
Este fenómeno no es sin embargo el único efecto adverso ocasionado por el TBT sobre organis-
mos no diana. La liberación de este compuesto al medio marino también se relaciona con el declive
de cultivos de bivalvos en distintas áreas costeras (e.g. Francia: Alzieu et al. 1982, Inglaterra: Waldock
& Thain 1983, Estados Unidos: Stephenson et al. 1986, Japón: Okoshi et al. 1987, o Australia: Batley et
al. 1989) y otros efectos tóxicos son demostrados en distintos grupos taxonómicos, desde organismos
fitoplanctónicos (Beaumont & Newman 1986) hasta mamíferos marinos (Tanabe et al. 1998). A finales
de la década de 1980, el TBT es considerado ya uno de los compuestos más tóxicos jamás introduci-
do de manera deliberada en el medio marino (Goldberg 1986). Estos hechos provocan que distintos
países regulen el empleo de pinturas antiincrustantes basadas en este biocida, prohibiendo su uso en
embarcaciones con eslora inferior a 25 metros (Champ 2000): e.g. Francia (1982), Reino Unido (1987),
Estados Unidos (1988) o Canadá, Nueva Zelanda, Australia y la Unión Europea (1989); en España, la
anterior directiva comunitaria es adoptada en el año 1990.
Tras la implementación de las anteriores medidas legislativas, los estudios relativos al imposex
siguen Ilevándose a cabo con la finalidad de reevaluar dicha contaminación y efectos biológicos
asociados (e.g. Bryan et al. 1993, Matthiessen et al. 1994, Evans et al. 1996, Smith 1996, Harding et al.
1997, Svavarsson 2000, Rees et al. 2001, Barroso & Moreira 2002, Birchenough et al. 2002a, Birche-
nough et al. 2002b, Reitsema et al. 2002, Huet et al. 2004, Sousa et al. 2005, Wirzinger et al. 2007).
Estos estudios muestran que la contaminación ha descendido en muchos lugares, si bien sus niveles
continúan siendo preocupantes. Por ello, distintos países proclaman la necesidad de que este com-
puesto sea totalmente prohibido. EI 5 de Octubre de 2001, la Organización Marítima Internacional
(IMO) ha adoptado el "Convenio Internacional sobre el Control de Sistemas Antiincrustantes Nocivos
en Buques° . Este acuerdo prohíbe reaplicar pinturas con TBT en embarcaciones de todo tipo a partir
del 1 de enero de 2003, con el objetivo de que en enero de 2008 no quede ni un solo barco pintado
con este compuesto (ver www.imo.ora). Aunque su ratificación por el número requerido de países (i.e.
veinticinco estados cuyas flotas mercantes combinadas representen no menos del 25% del tonelaje
bruto de la marina mercante mundial) ha ocurrido tan sólo recientemente (el 17 de septiembre de
2007), la Comisión Europea se ha adelantado a ella y ha resuelto la prohibición total para sus países
miembros desde el 1 de enero de 2003 (Directiva 2002/62/CE).
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2. OBJETIVOS
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La costa de Galicia, en el noroeste de la Península Ibérica, soporta un intenso tráfico marítimo.
Las principales actividades económicas relacionadas con el mar son la pesca y la miticultura. La flota
pesquera con puerto base en Galicia (unas 5300 embarcaciones de pesca más un millar de embar-
caciones auxiliares) es la más importante de todas las regiones europeas y también la mayor de Espa-
ña; de hecho, Galicia posee el 40% de los barcos españoles (ver www.pescadeaalicia.com). Por otra
parte, la producción anual media de mejillón se ha mantenido en los últimos años próxima a las
300000 toneladas, valores que sitúan a Galicia en el segundo puesto del ranking mundial, tan sólo
superado por China (Franco 2006). A las anteriores actividades hay que añadir la existencia de tres
grandes puertos comerciales en el interior de las Rías de Ferrol, A Coruña y Vigo. Finalmente, cabe
destacar también el importante auge que la flota de recreo ha experimentado en los últimos años: en
la actualidad 28 puertos deportivos con una capacidad total próxima a las 9000 plazas (ver
www.puertosdeportivosdegalicia.es) frente a los 17 puertos y apenas 3000 amarres existentes en el
año 1998 ( Besteiro 2004).
A mediados de la década de 1990 se observó que el imposex afectaba de modo severo a las
poblaciones gallegas de Nucella lapillus, indicando una contaminación por TBT ubicua y elevada en
la región (Ruiz et al. 1998). Sin embargo, la ausencia de este gasterópodo en algunos enclaves sospe-
chosos de una contaminación importante motivó la búsqueda de una especie bioindicadora alterna-
tiva; a la vista de los estudios de Stroben et al. (1992b) y Bryan et al. (1993), se pensó que Nassarius
reticulatus representaba un candidato adecuado con tal fin. Así, a flnales de la década de 1990, Ba-
rreiro et al. (2001) establecen que el imposex en N. reticulatus también constituye una poderosa herra-
mienta de biomonitorización del TBT en Galicia. En el año 2000, el imposex es evaluado en 26 pobla-
ciones de esta especie distribuidas a lo largo de las siete principales rías de la región; este estudio
muestra que la contaminación continúa siendo importante en todas ellas pese a que han transcurrido
diez años desde que España adoptara medidas parciales relativas al uso de pinturas antiincrustantes
con TBT (Ruiz et al. 2005).
En el presente trabajo se evalúan nuevamente los niveles de imposex de las poblaciones de
Nassarius reticulatus estudiadas en el año 2000, así como sus concentraciones tisulares de organoes-
tánnicos. Además, dicha campaña es ampliada hasta un total de 46 localidades que cubren todo el
litoral gallego. Con los datos obtenidos se pretende:
1. Ampliar la información relativa al imposex en esta especie, así como su utilidad en estudios de
biomonitorización.
2. Evaluar la situación actual de la costa gallega en lo relativo a este tipo de contaminación.
3. Comparar los datos obtenidos con aquéllos derivados de la campaña realizada en el año
2000, a fin de establecer una tendencia temporal y determinar la efectividad de la legislación
vigente.
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3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1.- ESCALA GEOGRÁFICA DEL ESTUDIO Y RECOGIDA DE LAS MUESTRAS
Individuos adultos de Nassarius retículatus fueron recogidos durante los meses de Febrero-Abril
de 2005 en 46 localidades (Tabla 1, Fig. l). La selección de dichas localidades se Ilevó a cabo aten-
diendo a dos criterios principalmente: (i) se procuró que las muestras se distribuyesen a lo largo de to-
do el litoral gallego, incluyendo poblaciones con distinta exposición potencial a este tipo de contami-
nación; y(ii) siempre que fue posible, se tomaron muestras en aquellas localidades para las cuáles se
disponía de datos previos (Ruiz et al. 2005).
La escala temporal del estudio tampoco fue aleatoria: Nassarius reticulatus presenta un ciclo
reproductivo con un patrón estacional bien definido, y se ha observado que la longitud del pene de
los machos puede exhibir cierta variación a lo largo del mismo (Stroben et al. 1992b); en consecuen-
cia, su empleo con la finalidad de comparar el imposex de distintas poblaciones resulta únicamente
adecuado cuando los individuos estudiados se encuentran en el mismo estado reproductivo (Barroso
& Moreira 1998). Así pues, se decidió concentrar la recogida de las muestras durante el periodo del
año en el cuál la especie presenta actividad sexual. Además, el estudio de los individuos en dicho
periodo facilitó la identificación de ambos sexos y permitió un examen más exhaustivo de las conse-
cuencias del imposex (e.g. influencia en la formación de cápsulas).
Un número superior a 30 individuos adultos se recogió con la ayuda de un cebo y durante la
bajamar en cada una de las localidades. La identificación a priori de ejemplares adultos se realizó en
base al tamaño del animal, la presencia de dientes en la cara interna de la apertura de la concha y
el grosor del labio de dicha apertura.
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Figura 1.- Escala geográfica del estudio y recogida de las muestras. Situacíón de las poblaciones estudiadas a lo largo de
la costa gallega. (1 } Foz, (2} Burela, (3) San Cibrao, (4) Viveiro, (5) O Barqueiro, (ó) Cariño, (7) Cedeira, (8} Cabo Prior, (9) O Seixo,
( l 0) Maniños, (1 1) Mugardas, (12} Centroña, (13) Sada, (14) Veigue, (15} Arnela, (16) Mera, (17} Sta. Cruz, (18) Sta. Cristina, (19)
Oza, (20) San Antón, (21) Malpíca, (22} Camelle, (23) Camaríñas, (24) Muxía, (25} Nemiña, (26) Fisterra, (27) Ézaro, (28)
Fogareiro, (29) Muros, (30) Creo, (31) Freixo, (32) Batuda, (33) Marmullo, (34) Ribeira, (35) Rianxo, (36) Vilagarcia, (37)
Cambados, (38) A Toxa, (34) Sanxenxo, (40) Poio, (41) Marín, (42) Cangas, (43) Rande, (44) Bouzas, (45) Samil, (46) Canído,
3.2.- EVALUACIÓN DEL IMPOSEX
Antes de proceder con su disección y estudio, los animales se depuraron en agua de mar
(filtrada a 2 Nm, salinidad 35%0, T° 15 ± 1°C) durante un mínimo de 2 días con la finalidad de eliminar
partículas adheridas de sedimento. Transcurrido dicho periodo, se narcotizaron al menos 30 individuos
en cada localidad (utilizando una solución de cloruro de magnesio al 7% en agua destilada) y se exa-
minaron como se detalla a continuación:
1. La longitud de la concha y su apertura fueron medidas con un calibre digital aproximando has-
ta las centésimas de milímetro (Fig.2).
Fígura 2.- Evaluación del imposex.
Medida de la longitud (h) y apertura (a)
7 á'
2. A continuación, se rompió la concha con la ayuda de un torno y el animal se extrajo cuidado-
samente de su interior.
3. Se determinó el sexo del individuo. Puesto que la presencia de pene, a causa del imposex, no
constituye un rasgo exclusivo de los machos, la identificación de ambos sexos se Ilevó a cabo
atendiendo a la presencia/ausencia de las glándulas paleales femeninas (i.e. glándula del al-
bumen, glándula de ingestión del esperma y glándula de la cápsula) y, en último término, aten-
diendo a la presencia/ausencia de papila genital femenina.
4. La longitud del pene fue medida en los ejemplares de ambos sexos utilizando un calibre digital
y aproximando hasta las centésimas de milímetro. Dicha medida fue efectuada bajo el este-
reomicroscopio, abarcando todo el órgano: desde su extremo hasta su punto de unión con la
pared del cuerpo.
5. EI aparato genital de las hembras fue estudiado cuidadosamente tras rasgar longitudinalmente
el techo de la cavidad paleal con el objetivo de: (i) determinar el estadio de la Secuencia del
Vaso Deferente (estadio VDS) y(ii) observar la posible existencia de anomalías en la formación
de las cápsulas. Los estadios VDS se definieron de acuerdo con el esquema propuesto por Ba-
rreiro et al. (2001) para esta especie:
- Estadio 0. Hembra normal no afectada.
- Estadio 1. Individuos con pene un rudimentario o una pequeña sección del vaso deferente
distal.
- Estadio 2. Individuos con pene y vaso deferente de longitud no mayor que la mitad de la
distancia entre la base del pene y la vulva.
- Estadio 3. Individuos con pene y vaso deferente cuya longitud sobrepasa la mitad de la dis-
tancia entre la base del pene y la vulva.
- Estadio 4. Individuos con pene y vaso deferente desde la base del pene hasta la vulva.
- Estadios 4+ y 4p. Individuos con pene y vaso deferente que sobrepasa la vulva hacia el ca-
nal ventral de la glándula de la cápsula (4+) o sigue paralelo al oviducto hasta alcanzar la
zona posterior de la cavidad paleal (4p).
6. Además, la porción gonadal del oviducto fue igualmente estudiada siguiendo a Barreiro et al.
(2001) con la finalidad de establecer el Grado de Convolución del Oviducto (estadio OS): ovi-
ductos rectos, suavemente convolucionados y fuertemente convolucionados fueron puntuados
como 0, 1 y 2 respectivamente.
^%
7. Finalmente, los individuos se agruparon atendiendo a su sexo y, tras ser desprovistos de su res-
pectivos opérculos, se almacenaron en viales de vidrio a-20 °C hasta el momento de analizar
su contenido en organoestánnicos.
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Todos aquellos individuos que tras su disección mostraron síntomas de parasitismo fueron des-
cartados. Los niveles de imposex en cada una de las poblaciones se estimaron utilizando los índices
que se detallan a continuación:
- Índice de la Longitud Relativa del Pene (RPLI). Representa la longitud media del pene de las
hembras de una población como porcentaje de la de los machos; se calcula a partir de la fór-
mula RPLI =(longitud media del pene de las hembras / longitud media del pene de los ma-
chos) x 100.
- Índice de la Secuencia del Vaso Deferente (VDSI). Calcula el valor medio de los estadios VDS de
las hembras de una población. Puesto que a los estadios 4+ y 4p se les asignó el valor numéri-
co de 4.5 (Barreiro et al. 2001), este índice muestra valores comprendidos entre 0 y 4.5.
- Índice del Grado de Convolución del Oviducto (AOS). Calcula el valor medio de los estadios OS
de las hembras de una población; su valor varía de este modo entre 0 y 2.
Además, para cada localidad estudiada se calculó también el porcentaje de hembras afectadas y
el porcentaje de hembras con cápsulas abortadas en su interior.
3.3.- ANÁLISIS DE ORGANOESTÁNNICOS
Las concentraciones medias de organoestánnicos -trifenilo de estaño (TPhT), tributilo de estaño
(TBT), dibutilo de estaño (DBT) y monobutilo de estaño (MBT)- se cuantificaron en los tejidos de las hem-
bras de 27 localidades. De nuevo, la selección de dichas localidades se Ilevó a cabo atendiendo a
los dos criterios anteriormente expuestos (localidades con distinta exposición potencial a este tipo de
contaminación y para las cuáles se disponía de datos previos de concentraciones de organoestánni-
cos en tejidos). Los análisis se realizaron "a ciegas" en el Laboratoire de Chimie Analytique Bio-
Inorganique et Environnement (LCABIE, UMR 5034 CNRS-Université de Pau et des Pays de I'Adour, Pau,
Francia), un laboratoiro que participa de modo rutinario en la producción de material de referencia
de organoestánnicos (CRM, Certified Reference Materia^ para la Oficina de Referencias Certificadas
de la Unión Europea (BCR, Bureau of Community References). Brevemente, el protocolo seguido fue el
detallado a continuación (Szpunar et al. 1996):
1. Tras descongelar y homogenizar las muestras, se tomaron 3 alícuotas de 0.3 g; dos de ellas se
emplearon como réplicas en el análisis de organoestánnicos mientras que la tercera fue utiliza-
da para la determinación del peso seco.
2. Dichas alícuotas se digirieron en un horno microondas con 5 ml de hidróxido de tetrametilamo-
nio al 25%.
3. Posteriormente, se Ilevó a cabo una dilución con 15 ml de agua y se ajustó el pH a 5.0 añadien-
do ácido acético concentrado y acetato de sodio 1 M.
4. A continuación, las especies organoestánnicas se etilaron utilizando 1 ml de una solución 1%
(peso/volumen) de tetraetilborato de sodio.
5. Finalmente, dichas especies se extrajeron con 1 ml de isooctano y se analizaron en un sistema
de Cromatografía de Gases con Detección de Emisión Atómica (GC-AED) empleando tripro-
pilestaño como estándar interno.
Para la validación del anterior protocolo se utilizaron dos materiales de referencia: (i) el tejido de
ostra BCR CRM 710 (anteriormente T38) y (ii) el sedimento PACS-2 del National Research Council de
Canadá. En el momento de los análisis, el primero de ellos se encontraba en proceso de certificación
de las concentraciones (mg/Kg PS) de los cationes TBT (0.144 ± 0.049), DBT (0.072 ± 0.041) y MBT (0.101
± 0.054); se recuperaron concentraciones de 0.180, 0.085 y 0.122 mg/Kg PS respectivamente. Por su
parte, el PACS-2 sólo certifica las concentraciones (mg/Kg PS) de dos cationes (0.98 ± 0.13 de TBT y
1.09 ± 0.15 de DBT), siendo las del tercero (0.3 de MBT) de mera referencia; así, el protocolo utilizado
cuantificó 0.83, 1.088 y 0.19 mg/Kg PS, respectivamente.
La concentración de compuestos organoestánnícos obtenida para cada muestra es la media
de dos réplicas inyectadas en el detector; el coeficiente de variación (o RSD) no rebasó nunca el 9
10%. Por otra parte, los límites de cuantificación (ng Sn/g PS ó ppb Sn PS) del actual protocolo analítico
para nuestra serie de muestras fueron de 1.5 para el TBT y el DBT, y 2 para el MBT. En adelante, las con-
centraciones detectadas se expresan como ng Sn/g PS de tejido de Nassarius reticulatus.
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4. RESULTADOS
4.1. INCIDENCIA DEL PARASITISMO Y PROPORCIÓN DE SEXOS
Se examinaron un total de 1609 individuos. De las 46 poblaciones estudiadas, casi la mitad (i.e.
21) presentó algún ejemplar mostrando síntomas de parasitismo por trematodos, si bien su incidencia
varió enormemente entre las distintas poblaciones (desde el 3.2% en Mugardos o Cariño hasta el
51.2% en Bouzas). En conjunto, dichos ejemplares parasitados representaron aproximadamente un
10% de la muestra total y fueron excluidos del estudio (Tabla 1). EI porcentaje de hembras fue superior
al de machos en la mayoría de las localidades, como es habitualmente el caso en poblaciones de
moluscos gonocorísticos (Feare 1970). De este modo, en la mitad de las poblaciones la proporción de
hembras osciló entre el 57% y el 77%, mientras que dicho intervalo para el caso de los machos fue
del 25-45%. En conjunto, la proporción media de hembras en las 46 localidades ascendió al 66% y la
de machos se situó en torno al 34% (Fig.3).
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de sexos. Diagramas de cajas para los porcentajes
de hembras y machos en las 46 localídades
estudíadas. Simbologíaa + media y- mediana.
Localidad Tpo Latitud Longitud n nP F M
COSTA NORTE
1. Foz FR 43°34'46" 07°15'30" 39 20 6 13
2. Burela FR 43°39'13" 07°21'O6" 51 25 9 17
3, San Cibrao FR 43°41'45" 07°26'21" 25 1 14 10
4. ^veiro SPf 43°40'S6" 07°35'47" 30 16 14
5. O Barqueiro SPI 43°44' 15" 07°42'03" 41 3 25 13
6. Cariño FR 43°44'38" 07°52'00" 31 1 17 13
7. Cedeira FR 43°38'Sá" 08°03' 13" 40 5 25 10
8. Cabo Prior FR 43°33'25" 08°16'27" 30 22 8
RÍA DE FERROL
9. O Seixo PI 43°27'20" 08°13'03" 31 1 19 11
10. Maniños PI 43°27'47" 08°11'S2" 30 - 20 10
1 1. Mugardos PI 43°27'49" OS°16'15" 31 1 17 13
RÍA DE BETANZOS
12. Centroña SPI 43°24'38" 08°11'38" 30 - 22 8
13. Sada SPI 43°21'39" 08°14'S4" 39 6 9 24
14, Veígue SPI 43°23'03" 08°17'14" 30 - 15 15
15. Arnela SPI 43°22'33" 08°15'44" 43 - 37 6
RÍA DA CORUÑA
16. Mera PI 43°22'S0" 08°21'02" 45 2 30 13
17. Sta. Cruz PI 43°21'00" 08°20'S0" 37 7 14 16
18. Sta. Cristina PI 43°20'29" 08°22'25" 38 7 21 10
19. Oza PI 43°20'33" 08°23'10" 49 19 14 16
20. San Antón PI 43°21'S9" 08°23'16" 30 - 20 10
COSTA ESTE
21. Malpica FR 43°19'28" 08°48'42" 41 2 32 7
22. Camelle FR 43°10'49" 09°05'25" 32 15 13 4
23. Camariñas FR 43°07'S3" 09°11'S6" 45 - 43 2
24, Muxía FR 43°Ob'02" 09°12'35" 50 2 41 7
25, Nemiña FR 43°00'39" 09°16'Ob" 41 - 32 9
26. Fisterra FR 42°55'32" 09°14'57" 35 5 15 15
27, Ézaro FR 42°54'35" 09°07'S5" 30 - 17 13
RÍA DE MUROS
28, Fogareiro SPI 42°45'24" 09°04'35" 30 - 23 7
29. Muros SPI 42°46'29" 09°13'16" 38 - 32 6
30. Creo SPI 42°46'S9" 08°58'S5" 30 - 25 5
31. Freixo SPI 42°46'S9" 08°58'55" 30 - 22 8
32. Batuda SPI 42°46'23" 08°56'25" 30 - 28 2
33. Marmullo SPI 42°44'44" 08°57'38" 30 - 24 6
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Localidad Tipo Latitud Longitud n nP F M
RIA DE AROUSA
34. Ribeira PI 42°33'OS" 08°59' 10" 30 - 25 5
35. Rianxo PI 42°37'42" 08°50'24" 30 - 19 1 1
36, Vilagarcía PI 42°35'41 " 08°47'02" 30 - 22 8
37. Cambados PI 42°30'S3" 08°49'O1" 32 2 20 10
38. A Toxa PI 42°29'00" 08°50'42" 30 - 22 8
RÍA DE PONTEVEDRA
39, Sanxenxo PI 42°23'S1 " 08°48'S7" 30 - 20 10
40, Poio PI 42°25'15" 08°40'44" 30 - 19 11
41. Marín PI 42°23'14" 08°43'13" 30 - 20 10
RÍA DE VIGO
42, Cangas PI 42°15'27" 08°45'53" 44 - 32 12
43. Rande PI 42°16'54" 08°39'47" 30 - 14 16
44. Bouzas PI 42°13'25" 08°45'34" 43 22 10 1 1
45. Samil PI 42°12'12" 08°47'Ol" 32 1 21 10
46. Canido PI 42°11'45" 08°47'50" 37 7 18 12
Máximo 51 25 43 24
Mínimo 25 0 6 2
Media 35 3 21 10
i^esviación típica b.b 6.4 8.0 4.2
Tabla 1.- incidencio de! parasitismo y proporción de sexos. Nombre de las
localidades estudiadas; tipo de loca^idad atendiendo a la presencia de puertos
importantes (FR: fuera de ría, SPI: dentro de ría sin puertos importantes, PI: dentro
de ría con puertos importantes); coordenadas geográficas (latitud N y longitud O);
y número total de individuos examinados (n), indíviduos parasitados (n,,), hembras
(F) y machos (M).
4.2. NIVELES DE IMPOSEX
Los valores registrados en cada población para el Índice de la Secuencia del Vaso Deferente
(VDSI), el Índice de la Longitud Relativa del Pene (RPLI) y el Índice del Grado de Convolución del Ovi-
ducto (AOS) se recogen en la Tabla 2 y se representan gráficamente en la Figura 4. A partir de dichos
valores es posible concluir que todas las localidades muestreadas en 2005, a excepción de Malpica,
estaban afectadas por imposex en mayor o menor medida.
^3
•^ Figura 4.- Niveles de imposex. Diagramas de frecuencias mostrando los valores de los tres de imposex en las
:ocalidades estudiadas. EI color rojo índica aquellas poblaciones donde fueron encontradas hembras con •,
,
8 ^:ápsulas abortadas. Las poblaciones se encuentran ordenadas en dirección NO-SE.
EI VDSI tomó valores en toda la amplitud de su rango: desde poblaciones sin hembras afecta-
das (VDS1=0) hasta otras donde todas presentaban su máxima expresión (VDS1=4.5). Sin embargo, se
halló un claro predominio de localidades con valores situados en el extremo superior de la escala:
sólo una población presentó un VDS1=0 (Malpica) pero en una docena se registró el máximo valor po-
sible; es más, sólo 7 poblaciones mostraron valores del índice comprendidos entre 0 y 1, pero más de
la mitad se situaron en el intervalo 4-4.5 (Fig. 5).
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Figurca 5- Niveles t^^ iniposex • , .,
localidades estudiadas atendiendo a su valor de VDSI. Clase 0;
VDSI = 0, clase 1; 0<VDSI< l, clase 2; 1<VDSI<2, clase 3;
2^ VDSI ^ 3, clase 4: 3^ VDSI <q, clase 5: 4^VDSI ^ 4.5 y clase 6:
VDSI = 4.5.
En cuanto al RPLI, únicamente en 2 localidades de las 46 contempladas en el estudio la totali-
dad de las hembras careció de pene (i.e. RPL1=0%, Malpica y Nemiña), si bien en otras dos los valores
RPLI registrados fueron próximos a 0: Cabo Prior (0.1 %) y Camariñas (0.2%). En las 42 poblaciones res-
tantes el valor de dicho índice osciló entre el 3% (Fisterra) y el 97% (Burela), siendo habituales en las
localidades situadas en el interior de las rías de Ferrol, A Coruña y Vigo valores superiores al 60%. Los
valores obtenidos para el RPLI mostraron una amplia concordancia con los niveles registrados para el
anterior índice (Fig. 6): en aquellas localidades con valores de VDSI inferiores a 4.5, este parámetro se
incrementó exponencialmente según la relación VDSI = 0.032721 +(0.550933 x RPLI'^2) (r=0.98,
^5
P<0.01); sin embargo, en aquellas poblacíones donde el VDSI alcanzó su máximo valor (i.e. VDSI =
4.5) los niveles del RPLI oscilaron entre el 61 % y el 97%.
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Figura.ó.- Niveles de imposex. Relación entre el Indice de la
Secuencia del Vaso Deferente (VDSI) y el Índice de la Longitud
Relativa del Pene (RPLI). Ver texto para más detalles y
sígnificación del modelo.
EI índice del Grado de Convolución del Oviducto (AOS) es un parámetro menos sensible a la
contaminación que RPLI y VDSI. Aún así, más de la mitad de las poblaciones presentaron alguna hem-
bra con oviducto anómalo; concretamente, 26 localidades mostraron valores del índice AOS>0, lo-
calizándose 12 de dichas poblaciones en el interior de las bahías industriales de Ferrol, A Coruña y Vi-
go. Las localidades cuyas hembras no mostraron este rasgo de masculinización se situaron principal-
mente en áreas de costa abierta (e.g. Cabo Prior, Malpica o Fisterra) y también en la boca de las rías
sin puertos importantes (e.g. Centroña y Arnela en la Ría de Ares-Betanzos o Fogareiro y Marmullo en la
Ría de Muros). De este modo, la probabilidad de desarrollar este tipo de malformación varió significati-
vamente como función del estadio de VDS (test de independencia chi-cuadrado, tabla de contingen-
cia OS x VDS, P<0.01): los oviductos deformados estuvieron mayoritariamente restringidos a hembras
que mostraban estadios de VDS avanzados (Fig. 7).
Finalmente, se registraron un total de 15 hembras con cápsulas abortadas en su interior. Dichas
•
8 hembras se repartieron en 10 poblaciones distintas, 9 de las cuáles se localizaron en el interior de rías
con puertos importantes (Fig. 4, Tabla 2). Todas estas localidades se caracterizaron por valores eleva-
dos de los tres índices de imposex: el RPLI osciló entre el 53% y el 85%, el VDSI presentó valores >_4.45
y el intervalo para el AOS fue de 0.1-1.0.
^ OS=O
^ OS=1
^ OS=2
0 1 2 3 4 4+
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Fígura 7.- Niveles de ^r^npc^sex. , _ ^,.^ ^ ,^::^ ^^: 7 ^va ^^F r^.^^
estadios del Grado de Convolución del Oviducto
(estadios OS) observada para cada estadio de la
Secuencia del Vaso Deferente (estadios VDS),
^
^ ^
Localidad %I RPLI VDSI AOS %Fest
COSTA NORTE
1. Foz 100 37.6 3.67 0.0 -
2. Burela 100 97,1 4.50 0.0 -
3. San Cibrao 100 31.9 3.14 0.0 -
4. Viveiro 100 56.5 4.38 0.3 -
5. O Barqueiro 100 68.4 4.50 0.3 9,5
b. Cariño 88 3.1 0,88 0.0
7, Cedeira 100 44.8 4.38 0,2
8. Cabo Prior 9 0.1 0,09 0.0
RÍA DE FERROL
9, O Seixo 100 82.0 4.45 0,4 5,3
10, Maniños 100 82,7 4,50 0.1 20.0
1 1. Mugardos 100 61.3 4,50 0.5 -
RÍA DE BETANZOS
12. Centroña 100 30,8 2.96 0.0
13. Sada 100 80.8 4.50 0.4
14. Veigue 100 25.4 2.70 0.0
15. Arnela 84 8.1 1.16 0.0
RÍA DA CORUÑA
1 b. Mera 100 66.7 4.46 0.3 9.1
17. Sta. Cruz 100 71.3 4.50 0.4 7.1
18. Sta. Cristina 100 69,1 4,50 0.0
19. Oza 100 75.4 4.50 0.1
20, San Antón 100 79.7 4.50 0.4 5.0
COSTA ESTE
21. Malpica 0 0.0 0.00 0,0
22. Camelle 100 77.7 4.42 0.5
23. Camariñas 24 0.2 0.24 0.0
24. Muxía 100 23.9 2.77 0.0
25. Nemiña 29 0.0 0.29 0.0
26. Fisterra 60 2.8 0.60 0.0
27. Ézaro 71 3.9 0.97 0.0
RÍA DE MUROS
28. Fogareiro 100 7.5 1.57 0.0
29. Muros 100 61,8 4.28 0.6
30. Creo 100 18.9 2.26 0.1
31. Freixo 100 24.8 2.86 0.1
32. Batuda 100 12,0 2.23 0.0
33. Marmullo 79 4.8 1.31 0.0
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Localidad %I RPLI VDSI AOS %Fest
RIA DE AROUSA
34. Ribeira 100 52.8 4.48 0,4 4,0
35, Rianxo 100 35.8 3.11 0.5 -
36, Vilagarcía 100 9.6 1.82 0.0 -
37, Cambados 100 40.6 3.48 0.0 -
38. A Toxa 100 17.7 2.68 0.1 -
RÍA DE PONTEVEDRA
39, Sanxenxo 100 51.6 4,23 0,2 -
40. Poio 100 62,8 4.26 0,4 -
41. Marín 100 b0.8 4.48 0,3 5.0
RÍA DE VIGO
42. Cangas 100 70.8 4.48 0,9 5.0
43. Rande 100 68,9 4.50 0,2 -
44. Bouzas 100 84,5 4.50 0.2 10.0
45. Samil 100 43.4 4,36 0,1 -
46. Canido 100 66,5 4,50 0.6 -
Máximo 100 97.1 4.50 0.9 20.0
Mínimo 0 0.0 0.00 0,0 0,0
Media 90 43.0 3.20 0,2 1.7
Desviación típica 24.9 29.79 1.54 0.23 3.95
Tabla 2.- Níveies de ímposex, Porcentaje de hembras
atectadas en cada locaiidad (°í°I); valores obtenidos para fos
tres índices de imposex (RPLI, VDSi y At^S); y porcentaje de
hembras con cápsulas abortadas (°,^°Fest).
4.3. NIVELES DE BUTILESTÁNNICOS (BTs) EN TEJIDOS
Las concentraciones medias de butilestánnicos (TBT, DBT y MBl] en tejidos de hembras de 27
localidades se recogen en la Tabla 3 y se representan gráficamente en la Figura 8. Mientras que el
TPhT no pudo detectarse en ninguna muestra, los tres butilestánnicos (BTs) estuvieron presentes en to-
das las poblaciones analizadas, observándose un amplio rango de concentraciones: niveles totales
(EBTs) superiores a 1000 ng Sn/g PS fueron registrados en las localidades de Sada, San Antón o Bouzas,
mientras que, otras poblaciones como Cabo Prior o Malpica mostraron concentraciones totales (EBTs)
inferiores a 50 ng Sn/g PS,
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Figura 8.- Niveles de butilestánnicos (BTs) en tejidos. Situación de las poblaciones para las cuáles se cuantificó la
concentración de organoestánnícos en tejídos y niveles obtenidos de los mismos, (8) Cabo Prior, (10) Maniños, (1 1)
Mugardos, (13} Sada, (14) Veigue, (16) Mera, (18) Sta, Crístina, (19) Oza, (20) San Antón, (21) Malpica, (28) Fogareiro, (29)
Muros, (30) Creo, (31) Freixo, (33) Marmullo, (34) Ribeira, (35) Rianxo, (36) Vilagarcía, (38) A Toxa, (39) Sanxenxo, (40) Poio, (41)
Marin, (4?_) Cangas, (43) Rande, (44) Bouzas, (45) Samil, (46) Canido.
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Localidad TBT DBT MBT
COSTA NORTE
8. Cabo Prior 10 7 3
RÍA DE FERROL
10, Maniños 270 168 52
11, Mugardos 90 436 95
RÍA DE BETANZOS
13,Sada 491 351 180
14. Veigue 32 40 21
RÍA DA CORUÑA
1 b, Mera 97 45 23
18, Sta, Cristina 248 242 116
19, Oza 331 221 77
20, San Antón ó13 453 98
COSTA ESTE
21. Malpica 11 21 7
RÍA DE MUROS
28. Fogareiro 50 156 54
29. Muros 75 182 38
30. Creo 194 307 148
31. Freixo 59 53 23
33. Marmullo 42 27 14
RÍA DE AROUSA
34. Ribeira 49 97 23
35, Rianxo 34 20 6
36, Vilagarcía 70 274 82
38. A Toxa 21 261 78
RÍA DE PONTEVEDRA
39, Sanxenxo 72 87 29
40, Poio 69 196 100
41. Marín 1 18 493 119
RÍA DE VIGO
42, Cangas 208 286 143
43, Rande 193 224 78
44, Bouzas 386 469 207
45, Samil 41 187 45
46. Canido 346 321 217
Máximo 613 493 2i 7
Mínimo 10 7 3
Media 156 208 77
Desviación típica 158,7 148.6 bl .5
Tabla 3,- Níveles de butilestánnícas (STs^ en
tejidas. Concentr^acíón rnedíc^ de estanr^anos
(ng Sn;'g PS; er> te;@dos de hembfas de Nassari^.,js
rettcu,atus.
EI análisis individual de cada compuesto también reveló una amplia variabilidad entre las po-
blaciones: los niveles de TBT oscilaron entre 613 ng Sn/g PS (San Antón) y 10 ng Sn/g PS (Cabo Prior); las
concentraciones máxima y mínima para el DBT fueron 493 ng Sn/g PS (Marín) y 7 ng Sn/g PS (Cabo
Prior); finalmente, los niveles de MBT se situaron entre 217 ng Sn/g PS (Canido) y 3 ng Sn/g PS (Cabo
Prior).
Además, también se observó una considerable variabilidad entre las poblaciones en lo relativo
a las relaciones que las distintas especies de compuestos guardaban entre sí: en algunas localidades
la concentración de TBT fue mayor que la de su inmediato producto de degradación, i.e. DBT, y ésta
a su vez fue mayor que la de MBT (e.g. Maniños o Sada); en otras localidades el mayor aporte de es-
taño provenía del DBT seguido del TBT y en menor medida del MBT (e.g. Rande o Bouzas); por último,
para cierto número de localidades las concentraciones de los tres compuestos siguieron la relación
DBT>MBT>TBT (e.g. A Toxa); en ningún caso la principal contribución residió en el MBT. De este modo, si
bien pudieron establecerse correlaciones lineales significativas entre la concentración de TBT y las con-
centraciones de sus productos de degradación, los coeficientes de correlación de dichas asociacio-
nes fueron moderados (r=0.64, P=0.0003 y r=0.b8, P=0.0001 para el DBT y el MBT respectivamente).
4.4. RELACIÓN ENTRE LOS ÍNDICES BIOLÓGICOS Y LA CONTAMINACIÓN
Las localidades de San Antón y Sada exhibieron los mayores niveles de TBT (613 y 491 ng Sn/g PS
respectivamente); dichas poblaciones también mostraron un imposex severo: RPLI ^80%, VDS1=4.5 y
AOS ^0.4. De igual modo, en aquellas poblaciones donde se registraron las concentraciones tisulares
más bajas la incidencia del imposex fue escasa: en Malpica, la única localidad sin hembras afecta-
das, la concentración media fue de 1 1 ng Sn/g PS, y en Cabo Prior, con los tres índices tomando valo-
res próximos o iguales a cero (RPL1=0.1 %, VDS1=0.09, AOS=O), dicha concentración fue de 10 ng Sn/g
PS.
Dada la probada especificidad del TBT como inductor del desarrollo del imposex en hembras
9 de gasterópodos, se analizó la relación existente entre los distintos índices utilizados para cuantificar los
niveles de imposex de las poblaciones y la contaminación (medida como concentración media del
compuesto en los tejidos de las hembras):
- Tanto el RPLI como el VDSI correlacionaron de modo significativo con los niveles tisulares de TBT
(RPLI = 21.83 Ln [TBT] - 49.4, r=0.86, p<0.0001 y VDSI = 0.973 Ln [TBT] - 0.846, r=0.76, p
<0.0001). Sin embargo, la asociación existente entre ambos índices y el contenido tisular de TBT
parece describirse mejor según una relación bifásica (Tabla 4). En el primero de dichos índices
pudo observarse un comportamiento marcadamente distinto para niveles tisulares de TBT inferio-
res y superiores a 100 ng Sn/g PS: el RPLI se incrementó de modo abrupto, siguiendo un modelo
lineal, por debajo de tales concentraciones del contaminante en tejidos, mientras que para
niveles superiores el incremento, también lineal, fue mucho más suave (ver Fig. 9a). En el caso
del VDSI también pudo observarse un incremento brusco, mas logarítmico, para niveles tisulares
de TBT inferiores a los 100 ng Sn/g PS, pero concentraciones mayores ocasionaron una satura-
ción de dicho índice (ver Fig. 9b).
- La mejor relación entre AOS y niveles tisulares de TBT siguió igualmente un modelo logarítmico
(Figura 9c); no obstante, el coeficiente de correlación obtenido fue muy bajo (Tabla 4).
La localidad de Creo mostró un comportamiento atípico, con valores de imposex anormalmen-
te bajos para sus niveles tisulares del contaminante; las muestras de distintas especies de dicha locali-
dad, situada bajo la influencia directa de un astillero, han mostrado siempre concentraciones anóma-
las de BTs (Ruiz et al. 1998, Ruiz et al. 2005). Así pues, dicha población fue tratada como un dato atípi-
co (outlíer) y se excluyó de los análisis. También resultan destacables los valores de imposex y concen-
tración media de TBT obtenidos para la localidad de Malpica: a pesar de que no se halló ningún
ejemplar afectado, el contenido tisular de TBT de sus hembras superó los 10 ng Sn/g PS, un hecho que
corrobora la moderada sensibilidad de la especie frente a este tipo de contaminación.
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Fígura 9.- Refacíón entre los índíces biolágicos y fa contamínacíón.
de TBT en fie)idos de hembras versus (a) Índice de la Longítud Relativa del Pene (RPLI), (b)
indice de ia Secuencía del Vaso Deferente (VDSI) y (c) Índice del Grado de Convolución
^ dei Oviducto (AOS). Ver Tabla 4 para más detalles y signíficación de los modelos.
Variable
respuesta
Fuente de
variación SC gl F P r Modelo
RPLI ( < 100 ng Modelo 4910.51 1 16.52 0.0012 0, 73 RPLI = 0.68óó [TBT] - 2.3343
Sn/g PS) Residual 4160.43 14
RPLI (> 100 ng Modelo 249,403 1 6.32 0.0361 O,bó RPLI = 0.0352 [TBT] + ó2.b338
Sn/g PS) Residual 315,497 8
VDSI ( < 100 ng Modelo 21.0979 1 18,5b <0.001 0.7b VDSI = 1,719 Ln [TBT] - 3.542
Sn/g PS) Residual 15.9155 14
AOS Modelo 0.2416 1 4.57 0.0430 0.40 AOS = 0.0873 Ln [TBT] - 0.1464
Residual 1.2698 24
Tabia 4.- Reiacíón entre los índíces bioiógicos y ia contaminación. Re9ación entre concentración de TBT en tejidos (ng
Snig PSj y nivel de imposex observado en (as poblacianes (RPLI, VDSI y AOS). SC: suma de cuadrados, gl: grados de
libertad, r: coeficiente de correlación.
4.5. IMPOSEX Y TRIBUTILO DE ESTAÑO (TBT) EN LA COSTA GALLEGA: VARIACIÓN ESPACIAL
Con la finalidad de estudiar la variación geográfica del binomio imposex - TBT, las 46 localida-
des estudiadas fueron agrupadas en tres categorías distintas, tal y como se establece en la Tabla 1: (ij
localidades situadas en áreas de costa abierta o fuera de ría -FR-, (iij localidades situadas en rías que
carecen de puertos importantes -SPI-, y(iii) localidades situadas en rías que albergan en su interior
puertos importantes -PI-. La información obtenida a partir de dicho análisis para cada parámetro
(RPLI, VDSI, AOS y concentración tisular de TBl] se representa gráficamente en la Figura 10 y es resumi-
da a continuación:
Índice de la Longitud Relativa del Pene. EI RPLI medio de aquellas poblaciones clasificadas co-
mo FR fue de 25 ± 32, dicho valor ascendió a 33 ± 27 en el grupo de localidades SPI y se situó
cerca del 60% (60 ± 21 j en la categoría de localidades PI. La variabilidad fue muy alta en los
tres grupos destacando en el primero de ellos la localidad de Burela con un RPLI del 97% y en el
tercero las poblaciones de A Toxa y Vilagarcía con valores inferiores al 20%. Pese a estos valores
atípicos, un test de Kruskal Wallis reveló diferencias estadísticamente significativas entre tas me-
dianas de los tres grupos de localidades para un nivel de confianza del 95% (H=12.8975,
P=0.001 bj.
95
- Índice de la Secuencia del Vaso Deferente. Los valores VDSI medios en cada grupo fueron 2.0 ±
1.8 para aquellas localidades situadas en costa abierta, 2.9 ± 1.3 para las localizadas en el in-
terior de rías sin puertos importantes y 4.1 ± 0.7 para las localizadas en el interior de rías con
puertos importantes. De nuevo la variabilidad fue elevada: las localidades situadas en el primer
grupo presentaron valores en toda la amplitud del índice (i, e. 0-4.5) mientras que las situadas
en el segundo grupo mostraron valores comprendidos entre ^ 1 y 4.5; en el tercer grupo, a pe-
sar de que la variabilidad fue menor, cuatro localidades (todas situadas en el interior de la Ría
de Arousa) presentaron valores inusualmente bajos. AI igual que en el caso del RPLI, un test de
KruskalWailis reveló diferencias estadísticamente significativas entre las medianas de los tres
grupos para un nivel de confianza del 95% (H=15.2264, P=0.0005).
- Índice del Grado de Convolución del Oviducto. Como ya se había observado para los dos an-
teriores índices, el AOS medio de las localidades situadas en áreas de costa abierta (0.05 ±
0.13) fue menor que el mostrado por las localidades situadas en el interior de rías sin puertos
importantes (0.15 ± 0.21) y éste a su vez menor que el mostrado por las localidades situadas en
el interior de rías con puertos importantes (0.29 ± 0.23). Las localidades de Camelle y Cedeira
(FR) presentaron valores de AOS inusualmente elevados para su categoría y lo mismo ocurrió
con la localidad de Cangas situada en el grupo PI. La comparación de las medianas de los tres
grupos de localidades mostró la existencia de diferencias estadísticamente significativas para
un nivel de confianza del 95% (H=13.5283, P=0.0012).
- Concentración tisular de TBT (sólo 27 localidades). En el primer grupo la concentración media
de TBT fue de 10 ± 1 ng Sn/g PS (n=2), en el segundo grupo dicha concentración fue igual a
135 ± 166 ng Sn/g PS (n=7) y en el tercero ascendió a 181 ± 160 ng Sn/g PS (n=18). La localidad
de Sada, a pesar de situarse en el grupo SPI, mostró una concentración tisular de TBT elevada.
Nuevamente, un test de Kruskal-Wallis reveló diferencias estadísticamente significativas entre los
tres grupos (H= 6.1634, P=0.04588).
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Figura 10.- Imposex y tributílo de estaño (TBT) en la costa gallega: variación espacial. Diagramas de
cajas para los índices de imposex (RPLI, VDSI y AOS) y concentración tisular de TBT tras agrupar las
localidades en tres categorías: FR (localidades situadas fuera de ría), SPi (locaiidades situadas en rías
que carecen de puertos importantes) y PI (localidades situadas en rías con puertos importantes).
Simbología: +- media, - medíana, ^ valor atípico que dista 1.5-3 veces el rango intercuartílico y[) valor
ico que dista más de 3 veces el ranqo intercuartílico.
4.6. IMPOSEX Y BUTILESTi4NNICOS (BTs) EN LA COSTA GALLEGA: VARIACIÓN TEMPORAL
EI primer estudio de biomonitorización de organoestánnicos a lo largo de la costa gallega, utili-
zando Nassarius retículatus como especie bioindicadora, se Ilevó a cabo entre los meses de Julio de
1998 y Enero de 1999 (Barreiro et al. 2001). Este trabajo mostró que la contaminación por TBT afectaba
de modo severo incluso a las poblaciones de una especie reconocida como moderadamente sensi-
ble: 11 de las 15 localidades muestreadas exhibieron valores de RPLI superiores al 75%, mientras que
^%
en 10 los niveles del VDSI fueron mayores que 4; además, en 6 localidades las concentraciones tisula-
res de TBT excedieron los 1000 ng Sn/g PS y únicamente en 3 fueron inferiores a los 500 ng Sn/g PS.
En el año 2000 se acometió un nuevo estudio en la región con este gasterópodo (Ruiz et al.
2005): puesto que en la anterior campaña se había observado que la identificación de ambos sexos
resultaba más sencilla durante el periodo anual de actividad sexual de la especie, la recogida de las
muestras tuvo lugar en esta ocasión durante los meses de febrero-abril; además, en base a la expe-
riencia adquirida, también se Ilevó a cabo un periodo de 48 horas de depuración de los individuos
previo a su disección. En resumen, 13 de las 26 localidades estudiadas mostraron valores del RPLI que
excedían el 75%, si bien en ninguna población los niveles tisulares de TBT fueron superiores a los 1000
ng Sn/g PS y únicamente en 5 superaron los 500 ng Sn/g PS. La comparación de los niveles de impo-
sex y organoestánnicos para las 7 localidades comunes a ambos estudios (i.e. Barreiro et al. 2001 ver-
sus Ruiz et al. 2005) revela un descenso importante en los niveles tisulares del contaminante, mas du-
doso en lo relativo al imposex. No obstante, tales comparaciones deben ser tomadas con cautela
dadas las diferencias existentes entre ambos estudios en relación con la época de recogida de las
muestras y el procesamiento de las mismas (i.e, periodo de depuración).
Durante el transcurso del presente estudio, los 26 lugares muestreados en el año 2000 fueron
nuevamente visitados, aunque únicamente en 25 de ellos pudieron obtenerse muestras. Puesto que
en ambas campañas se utilizaron protocolos idénticos, ambos conjuntos de datos se comparan a
continuación con la finalidad de estudiar la variación temporal de este tipo de contaminación en la
región (Tabla 5).
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2000 2005Localidad
RPLI [TBTj [DBT] [MBT] EBTs BDI RPLI [TBT] [DBTj [MBT] EBTs BDI
Maniños 96 643 475 213 1332 1.07 83 270 168 52 489 0.82
Mugardos 79 547 256 54 857 0.57 61 90 436 95 621 5.90
Sada 80 479 353 29 862 0.80 81 491 351 180 1022 1.08
Veigue 23 83 74 9 1 bb 1.00 25 32 40 21 93 1.91
Mera 77 137 172 58 367 1.68 67 97 45 23 165 0.70
Sta. Cristina 92 614 409 145 1168 0.90 69 248 242 116 606 1.44
Oza 86 549 363 136 1047 0.91 75 331 221 77 629 0.90
San Antón 94 856 842 393 2090 1.44 80 613 453 98 1164 0.90
Fogareiro 15 83 48 nq 132 0.63 7 50 156 54 259 4.20
Muros 36 101 87 11 199 0.97 62 75 182 38 295 2.93
Creo 83 373 497 263 1132 2.04 19 194 307 148 649 2.35
Freixo 42 120 65 8 192 0.61 25 59 53 23 135 1.29
Marmullo 22 124 76 nq 201 0.65 5 42 27 14 83 0.98
Ribeira 85 230 181 18 429 0.87 53 49 97 23 169 2.45
Rianxo 31 104 44 nq 150 0.46 36 34 20 6 60 0.76
Vilagarcía 22 62 63 9 134 1.1 ó 10 70 274 82 426 5.09
A Toxa 31 48 64 16 128 1.67 18 21 261 78 360 16.14
Sanxenxo 64 188 134 nq 323 0.73 52 72 87 29 187 1.61
Poio 85 289 182 75 545 0.89 63 69 196 100 364 4.29
Marín 63 168 113 9 290 0.73 bl 118 493 119 730 5.19
Cangas 78 319 159 nq 480 0.51 71 208 286 143 636 2.06
Rande 80 185 189 73 448 1.42 69 193 224 78 495 1.56
Bouzas 83 380 312 37 729 0.92 85 386 469 207 1062 1.75
Samii 34 72 76 15 163 1.26 43 41 187 45 272 5.66
Canido 69 125 137 72 335 1.67 67 346 321 217 884 1.55
Máximo 96 856 842 393 2090 2.04 85 613 493 217 1164 16.14
Mínimo 15 48 44 4 128 0.46 5 21 20 6 60 0.70
Media 62 275 215 67 556 1.02 52 168 224 83 474 2.94
Desviación típica 27.2 222.7 189.4 96.6 489.8 0.42 25.8 159.3 143,2 60.3 321.3 3.21
Tabia 5.- Imposex y niveles de butilestánnicos (BTs) en la costa gaiiega: variación temporai. Comparaciones
temporaies de ias niveies de imposex (RPLii; concentraciones tisuiares de butilestánnícos (TBT, DBT, MBT y^^BTs; ng Sn(g PS); e
Índice de Degradación de Butiiestánnicos jBDI -_ [DBT ^- MBT1,^` TBT, ver texta) entre ios ar^os 2000 y 2005 para 25 locaiidades
comunes, nq: no cuantificabie (para los cálculos aportunos se utilizó el valor de ia mitad de su limite de cuantificación;
puesto que dicho limite de cuantiticación para ef catión MBT en el año 2000 fue de 7.5 - 8, se empleó ei vaior de 4),
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4.6.1. IMPOSEX
La evolución temporal de los niveles de imposex se analizó utilizando el índice RPLI ya que, de
los tres índices empleados, éste fue el que presentó en ambas ocasiones un mejor poder discriminato-
rio y una mejor relación con los niveles de TBT. En la Figura 1 1 se representan los valores obtenidos pa-
ra dicho índice en las dos campañas. Un descenso en los niveles de imposex resulta evidente en la
mayoría de las localidades a lo largo de estos cinco años: en 17 poblaciones los valores del RPLI en
2005 son menores que los registrados en el año 2000, en 5 poblaciones dichos valores se mantienen
estables (Sada, Veigue, Marín, Bouzas y Canido) y, únicamente en 3 localidades muestran un incre-
mento (Muros, Samil y Rianxo).
Iocalidades comunes. La linea une puntos de igua! magnitud para las
dos series temporales.
^^O
4.6.2. BUTILESTÁNNICOS (BTs)
La comparación temporal de las concentraciones tisulares medias de TBT revela, de acuerdo
con lo observado para el RPLI, un descenso generalizado: únicamente una población mostró niveles
de TBT en el año 2005 superiores a los registrados en el año 2000 (Canido), mientras que en 20 pudo
observarse una caída considerable a lo largo de dicho periodo; en las 4 localidades restantes (Sada,
Vilagarcía, Rande y Bouzas) dichos niveles no parecieron sufrir variación alguna (Fig. 12.a.).
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Figura 12.- Butilestán^icos (BTs). C`c^r^^, _ . i^ ^ ^ _ . .^ ^r^^^^ y^ _ } ; _^ ,:>.^
2000 y 2005 para 25 localidades comunes: (a) TBT, (b) DBT y(c) MBT. Cada línea une
puntos de igual magnitud para las dos series temporales en cuestión.
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En contraposición, los niveles tisulares de los productos de degradación parecieron incrementar-
se durante el periodo 2000-2005 ( Fig. 12b y 12c). Así, en el caso del DBT se produjo un aumento en 12
localidades, mientras que en el caso del MBT dicho incremento se registró en 19 poblaciones. Esta
situación se refleja en la variación de la contribución relativa de cada especie individual al total de
organoestánnicos: en el año 2000 dichas contribuciones son 52 ± 10% para el TBT, 40 ± 6% para el
DBT y 9± 7% para el MBT, mientras que en el año 2005 son 35 ± 15%, 48 ± 14% y 17 ± 5% para el TBT,
el DBT y el MBT respectivamente. Dicha variación pueden integrarse en un único índice: el Índice de
Degradación de Butilestánnicos o BDI (BDI =[DBT + MBT] / TBT), un parámetro que se emplea habitual-
mente para reflejar cuan degradada (o, al contrario, cuan fresca) es la contaminación butilestánnica
de un área determinada ( Diez et al. 2002). De este modo, cuando se comparan los valores de dicho
índice en las dos campañas, es posible observar un incremento en el año 2005 para la mayoría de
las muestras (Tabla 5); en conjunto, el valor medio del BDI para las 25 localidades en el año 2000 fue
de 1.02 ± 0.42, mientras que, dicho valor medio en el año 2005 fue de 2.94 ± 3.21. En la Figura 13 se
representan, para ambas series temporales, los valores registrados en las 25 localidades para el BDI y
la concentración tisular de TBT: resulta evidente que en el año 2005, en aquellos lugares menos conta-
minados, los derivados (i.e. DBT y MBT) aventajan al compuesto parental (i.e. TBT). No obstante, es pro-
bable que la tendencia observada durante el periodo 2000-2005 tenga su origen en un momento
anterior: el valor medio del BDI para las 7 localidades comunes al estudio de Barreiro et al. (2001) y las
dos series temporales aquí comparadas es de 0.50 ± 0.14 en el año 1998-1999, mientras que dicho
valor medio asciende en el año 2000 a 1.07 ± 0.26 y, en el año 2005, muestra un valor de 1.21 ± 0.37
(Fig. 14).
Finalmente, cabe destacar que en algunas localidades los niveles de DBT en el año 2005 fueron
semejantes al total de estannanos registrado en la anterior campaña (Fogareiro, Muros, Samil y Cani-
do) o incluso Ilegaron a duplicar dicho nivel (Vilagarcía, A Toxa y Marín) (Tabla 5).
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4.6.3. RELACIÓN IMPOSEX - TRIBUTILO DE ESTAÑO (TBT)
AI igual que ocurrió en el presente estudio, en el año 2000 pudo establecerse una relación bifá-
sica entre los niveles tisulares de TBT y los valores del índice RPLI: para concentraciones del contami-
nante en tejidos inferiores a los 200 ng Sn/g PS, el RPLI se incrementó de modo lineal según la relación
RPLI = 0.4051 [TBT] - 1.8827 (r=0.78; p<0.001; n=15), mientras que, para niveles del contaminante
por encima de dicho umbral el incremento del RPLI fue también lineal, pero mucho menos abrupto
(RPLI = 0.0215 [TBT] + 75.2468; r=0.64; p<0.05; n=11) (Ruiz et al. 2005). Cuando ambas relaciones se
comparan (2000 versus 2005) es posible observar que en el año 2005 los puntos de la gráfica se des-
plazan claramente hacia la izquierda, esto es, hacia concentraciones tisulares del contaminante más
bajas; sin embargo, pese a que también es posible observar un descenso en los valores de la ordena-
da (i.e. en el índice RPLI), dicho detrimento es mucho menos acusado (Fig. 15). En definitiva, resulta
evidente que en un escenario de declive de la contaminación (como lo es el periodo 2000-2005 en
la costa gallega) la concentración de TBT en tejidos disminuye más rápidamente que los niveles de
imposex (concretamente que los niveles del RPLI).
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De nuevo, la anterior observación tomó mayor fuerza cuando se tuvieron en cuenta los datos
derivados de la campaña Ilevada a cabo en el año 1998-1999 (Fig. 16).
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5. DISCUSIÓN
5.1.- UTILIDAD BIOINDICADORA DE LA ESPECIE
Aunque el imposex ha sido registrado en más de 190 especies de gasterópodos (Shi et al.
2005b), sólo en unas pocas ha sido investigado con detalle y empleado en estudios de biomonitoriza-
ción. Así, en el ámbito del litoral atlántico europeo, tales estudios han utilizado principalmente como
especie bioindicadora el murícido Nucella lapillus (L.): e.g. Islandia (Svavarsson & Skarphéndinsdóttir
1995, Svavarsson 2000), Noruega (Folsviksrk et al. 1999), Irlanda (Minchin et al. 1996, Minchin & Minchin
1997), Inglaterra (Gibbs et al. 1991, Douglas 1993), Francia (Huet et al. 1996, Huet et al. 2004), España
(Ruiz et al. 1998, Barreiro et al. 1999) o Portugal (Santos et al. 2000, Santos et al. 2002, Galante-Oliveira
et al. 2006). Dicha especie constituye un excelente bioindicador de la contaminación por organoes-
tánnicos, no obstante, su uso no está exento de algunas desventajas (Stroben et al. 1992a, Barroso et
al. 2000):
Su distribución está restringida a costas rocosas y no tolera aguas salobres (Fretter & Graham
1985). Se encuentra por tanto ausente de importantes tramos del litoral europeo (e.g. Bélgica,
Holanda, Dinamarca o Mar Báltico). Para una escala geográfica menor, tales características
también comportan su ausencia dentro de estuarios (áreas de estudio de elevada importancia
puesto que normalmente constituyen focos de contaminación).
Exhibe una elevada sensibilidad a la contaminación por TBT, lo que ha provocado la extinción
de sus poblaciones en áreas sometidas a una polución severa (Gibbs & Bryan 1986). Además,
en localidades con niveles moderados de contaminación, tal sensibilidad también ocasiona
una saturación de los índices que evalúan la intensidad del imposex.
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Finalmente, en algunas poblaciones de los alrededores del Canal de la Mancha y del sur de
Europa se ha registrado una anomalía genética, denominada Síndrome de Dumpton, que pue-
de ocasionar subdesarrollo de los caracteres sexuales masculinos (i.e. pene y vaso deferente)
en los machos y, por extensión, en las hembras afectadas por imposex (Gibbs 1993). La inclu-
sión de tales hembras en estudios de biomonitorización ocasiona una subestima de los índices
de imposex y, en consecuencia, de los niveles del contaminante.
Como ya había sido establecido en esta (Barreiro et al. 2001) y otras regiones del Atlántico Norte
Europeo (Stroben et al. 1992b, Bryan et al. 1993, Barroso et al. 2002a), el presente trabajo muestra que
los estudios de biomonitorización basados en Nassarius reticulatus constituyen un importante comple-
mento de aquéllos que utilizan Nucella lapillus:
N. reticulatus es una especie eurihalina que vive ligada al sedimento. De este modo sus pobla-
ciones proliferan tanto en zonas arenosas del intermareal rocoso como en otras con predominio
de fango dentro de estuarios. Así, en el presente trabajo fue posible el estudio de numerosas
poblaciones esparcidas a lo largo de todo la costa de Galicia, abarcando dichas poblaciones
áreas de costa expuesta (e.g. Cariño, Cabo Prior, Malpica o Muxía) y también áreas localizadas
en la zona más interna de las rías (e.g. Rande, Poio o Vilagarcía). Es más, puesto que esta espe-
cie puede vivir incluso en el infralitoral, su utilidad no se restringe únicamente a áreas costeras y
también es posible su empleo en aquéllos estudios que se ocupan de la plataforma continental
(e.g. Rato et al. 2006).
La menor sensibilidad de N, reticulatus a la contaminación por TBT permite la persistencia de sus
poblaciones en zonas severamente contaminadas donde N. lapíllus ha desaparecido. De esta
manera, en el presente estudio se examinaron localidades confinadas en el interior de estuarios
y próximas a grandes puertos comerciales donde las poblaciones de N. lapillus se suponen ex-
tinguidas (e.g. O Seixo, Maniños, San Antón y Oza; Quintela et al. 2000j.
Por último, las poblaciones gallegas de N. lapillus muestran una elevada frecuencia de indivi-
duos afectados por el Síndrome de Dumpton (6^uintela et al. 2002) y, si bien se ha puesto espe-
,^
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cial atención en excluir dichos individuos de campañas de biomonitorización, el estudio parale-
lo de N. reticulatus en dichas poblaciones constituye un importante apoyo.
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5.2.- IMPOSEX EN NASSARIUS RETICULATUS versus CONTAMINACIÓN POR TBT
Diversas experiencias Ilevadas a cabo en el laboratorio han vinculado inequívocamente el de-
sarrollo del imposex en Nassarius retículatus con la contaminación por TBT (Stroben et al. 1992a, Bettin
et al. 1996, Oehlmann & Bettin 1996, Barroso et al. 2002b). Dicha relación también ha sido estableci-
da a partir del estudio de poblaciones naturales donde los niveles de imposex muestran una correla-
ción altamente positiva con el contenido tisular de TBT (Bryan et al. 1993, Barreiro et al. 2001, Pessoa et
al. 2001, Barroso et al. 2002a, Barroso et al. 2005, Ruiz et al. 2005, Sousa et al. 2005) o, con las con-
centraciones de dicho compuesto en el agua (Bryan et al. 1993, Barroso et al. 2000) o los sedimentos
(Barroso et al. 2000). Los datos obtenidos en este estudio nuevamente ratifican la tesis de que el impo-
sex en N. reticulatus es una respuesta altamente específica a la contaminación por TBT.
AI igual que ocurre en otras especies de prosobranquios, el imposex en Nassaríus reticulatus se
caracteriza por el desarrollo de un pene y un conducto deferente. Puesto que dicho desarrollo mues-
tra una relación dosis-dependiente con los niveles del contaminante, los índices utilizados para eva-
luar la intensidad de tales rasgos en hembras afectadas (i.e. RPLI y VDSI) constituyen poderosas herra-
mientas de biomonitorización. Esta utilidad ha sido corroborada en el presente estudio donde ambos
parámetros mostraron correlaciones altamente significativas con el contenido tisular de TBT. No obs-
tante, también pudieron detectarse diferencias entre ambos índices en relación con la sensibilidad a
los niveles del contaminante: el VDSI exhibió una saturación para niveles de contaminación próximos a
los 100 ng Sn/g PS mientras que el RPLI manifestó un claro incremento para niveles inferiores a dicha
concentración y también, si bien más suave, para concentraciones mayores. Esta diferencia entre
ambos índices se observa claramente cuando se enfrentan sus respectívos valores en cada una de
las localidades estudiadas: en aquellas localidades donde el VDSI ha alcanzado su máximo (i.e. 4.5)
los valores del RPLI se mueven en el rango 60-100%. Pese a que este comportamiento había sido
descrito con anterioridad (Stroben et al. 1992b), algunos autores califican al RPLI como un parámetro
menos informativo que el VDSI, dada la variabilidad estacional que puede mostrar la longitud del pe-
ne de los machos (Stroben et al. 1992b). No obstante, en el presente trabajo el RPLI puede considerar-
se como el índice más útil con la finalidad de describir los niveles de imposex de la especie puesto
que dicha posible variabilidad se minimizó concentrando temporalmente las capturas. En último lu-
gar cabe destacar que, por primera vez, se registraron niveles tisulares de TBT en poblaciones con res-
puesta de imposex nula (Malpica, 11 ng Sn/g PS) o prácticamente nula (Cabo Prior, 10 ng Sn / g PS);
dichas observaciones corroboran la moderada sensibilidad de la especie y permiten establecer de
modo tentativo en torno a 10 ng Sn/g PS el umbral de concentración tisular con efectos observables al
estereomicroscopio.
Junto con la presencia de pene y conducto deferente, las hembras de Nassarius reticulatus
afectadas por imposex muestran un tercer rasgo de masculinización: los oviductos rectos (condición
normal en hembras no afectadas) pasan a presentar un aspecto convolucionado, similar al que ca-
racteriza la vesícula seminal masculina. Esta malformación parece restringida a los miembros de la
familia Nassariidae (llyanassa obsoleta: Smith 1971, N. reticulatus: Barreiro et al. 2001, Cyclope neritea:
ó^uintela et al. 2006) y se ha sugerido que constituye un rasgo de masculinización extremo, presente
únicamente en aquellas hembras expuestas a una contaminación severa (Barreiro et al. 2001). En el
presente estudio, los valores del Índice del Grado de Convolución del Oviducto (AOS), a diferencia de
lo registrado para el RPLI y el VDSI, no mostraron una relación clara con los niveles del contaminante;
ello contrasta con lo registrado para la especie en estudios anteriores (Barreiro et al. 2001, Barroso et
al. 2002a, Sousa et al. 2005). No obstante, sí pudo observarse que el grado de masculinización repre-
sentado por dicho parámetro estaba restringido a hembras que mostraban estadios de VDS avanza-
dos: ninguna hembra con un VDS de 0 ó 1 presentó esta deformación pero, sin embargo, su frecuen-
cia fue cercana al 2% en aquellas hembras con un VDS de 2, se situó en torno al 6% en el caso de
VDS=3 ó 4 y rozó el 25% para las hembras que mostraban un VDS de 4.5.
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Finalmente, se ha observado que estadios de imposex avanzados en las hembras de algunos
prosobranquios pueden ocasionar una esterilidad funcional (Gibbs & Bryan 1986). En un primer mo-
mento se sugirió que dicha esterilidad afectaba únicamente a los miembros de la familia Muricidae:
en estas especies, el tracto genital masculino sigue la misma ruta que el femenino dentro de la cavi-
dad del manto y, en consecuencia, su imposición puede conllevar una desorganización de la condi-
ción normal de las hembras (Gibbs & Bryan 1996). Sin embargo, diversos estudios registraron también
masas de cápsulas abortadas en hembras de Nassarius reticulatus (Huet et al. 1995, Barreiro et al.
2001, Barroso et al. 2002a, Sousa et al. 2005). La presencia de imposex severo en estas hembras junto
con el aspecto de las masas abortadas (similar al registrado en especies como Nucella lapillus donde
los efectos esterilizantes del TBT habían sido reconocidos) condujo a la hipótesis de que esta especie
también podía sufrir esterilidad a causa del imposex (Barreiro et al. 2001); si bien el mecanismo subya-
cente no ha sido desvelado aún. En el presente estudio también fueron registradas hembras de N.
reticulatus que portaban masas de cápsulas abortadas en el interior de la glándula de la cápsula. De
acuerdo con lo establecido anteriormente, todas ellas exhibían un imposex avanzado (RPL1=53-85%,
VDSI>_ 4.45 y AOS=0.1-1.0); esto refuerza la hipótesis de que también esta especie puede presentar su
capacidad reproductiva mermada a causa de la contaminación por TBT. Una situación similar ha sido
descrita para Cantharus cecillei (Buccinidae): en esta especie se han registrado también masas de
cápsulas abortadas en hembras que exhiben estadios de imposex avanzados, si bien no parecen
existir impedimentos externos para que dichas cápsulas sean expulsadas (e.g. bloqueo de la vulva
como consecuencia del crecimiento del conducto deferente, Shi et al. 2005a). Se ha sugerido que,
tanto en la anterior especie como en N. reticulatus, dicha esterilidad podría ser debida a la existencia
de excrecencias tisulares internas en el canal vaginal que ocasionarían un estrechamiento del mismo
(Huet et al. 1995, Shi et al. 2005a).
5.3.- NIVELES ACTUALES DE CONTAMINACIÓN E IMPOSEX EN LA COSTA GALLEGA
EI imposex en Nassarius retículatus es aún un fenómeno ampliamente extendido a lo largo del
litoral gallego: la norma en las poblaciones de la región fue una frecuencia de hembras masculiniza-
das del 100% y únicamente en una localidad no pudo registrarse esta anomalía. De esta manera, si
bien las localidades más afectadas fueron aquéllas situadas en el interior de rías, la presencia de im-
posex también pudo constatarse en áreas de costa abierta, alejadas de potenciales fuentes de con-
taminación. Otros estudios recientes sobre esta especie moderadamente sensible también muestran
que las poblaciones libres de imposex son la excepción en las costas europeas (Magnusson & Gran-
mo 2004, Sousa et al. 2005, Wirzinger et al. 2007); de hecho, incluso se han registrado poblaciones de
distintos gasterópodos afectadas por esta anomalía en áreas de mar abierto, cercanas a rutas de
tráfico marítimo (e.g. Chiavarini et al. 2003, Ten Hallers-Tjabbes et al. 2003, Gomez-Ariza et al. 2006). EI
TBT continúa siendo pues un contaminante con efectos ubicuos, cuatro décadas después de su intro-
ducción en el medio marino costero y pese a las distintas medidas de regulación.
Además, la severidad del problema registrada en el presente estudio no se limitó únicamente a
la presencia de imposex en la práctica totalidad de las poblaciones; la intensidad del fenómeno ob-
servada en numerosas localidades también resulta preocupante e indicativa de niveles elevados del
contaminante. Así, por ejemplo, en 24 localidades la totalidad de las hembras estudiadas mostró va-
sos deferentes completos y penes de longitud considerable (i.e. VDS1=4-4.5), y en 10 de ellas se de-
tectaron además hembras que portaban masas de cápsulas abortadas en el interior de la glándula
de la cápsula. La costa de Galicia alberga tres grandes puertos comerciales en las Rías de Ferrol, A
Coruña y Vigo; de modo predecible, los niveles más severos de imposex fueron registrados en las po-
blaciones más próximas a dichas instalaciones (O Seixo y Maniños -Ría de Ferrol-, San Antón y Oza -Ría
de A Coruña-, Rande y Bouzas -Ría de Vigo-). No obstante, su influencia no se restringió únicamente a
las anteriores localidades y niveles similares fueron también encontrados en otros enclaves de estos
estuarios, incluyendo aquéllos situados en su parte más externa (e.g. Mera, Cangas o Canido). Las
concentraciones tisulares de TBT registradas en las poblaciones de estas rías fueron similares a las obte-
nidas para la especie en áreas del sur de Inglaterra propensas a este tipo de contaminación a finales
de la década de 1980, i. e, antes de que se regulara el uso de pinturas antifouling con base de TBT
(Bryan et al. 1993). Niveles igualmente elevados de TBT en tejidos fueron registrados en el año 2003 en
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poblaciones próximas a grandes puertos comerciales portugueses (Sousa et al. 2005), pero dichas
concentraciones superaron en varios órdenes de magnitud lo registrado el mismo año en las inmedia-
ciones de los principales puertos suecos (Magnusson & Granmo 2004). Además, otros puntos del litoral
gallego mostraron también un imposex severo, comparable al exhibido por las poblaciones situadas
en los anteriores estuarios. Ello sugiere que los niveles elevados de contaminación en la región no es-
tán limitados a las áreas de influencia del tráfico marítimo comercial. En algunas de estas localidades
la fuente de TBT puede ser atribuida aún a la presencia de grandes embarcaciones: e. g. buques de
la armada en la Ría de Pontevedra o grandes pesqueros y buques-factoría de túnidos en la Ría de
Arousa y en la costa norte. Sin embargo, el origen de tales niveles del contaminante resulta más incier-
to en aquellas poblaciones que únicamente albergan puertos deportivos (e.g. Sada) o pequeños
puertos pesqueros (e, g. Camelle),
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Así, la situación observada en el presente estudio muestra que la aplicación de regulaciones
parciales no limita localmente este tipo de contaminación como han sugerido algunos autores (Evans
1999, Evans & Nicholson 2000). Ello es particularmente cierto en el caso del litoral gallego donde el
tráfico marítimo no se restringe únicamente a grandes buques comerciales: Galicia cuenta con una
de las flotas pesqueras más grandes de la Unión Europea y, si bien una fracción importante de la mis-
ma está constituida por pequeñas embarcaciones sujetas a la legislación adoptada por España en el
año 1990 (i.e. Directiva Comunitaria 89/677/CEE que prohíbe el uso de pinturas con TBT en barcos con
eslora inferior a 25 m), otra fracción igualmente importante ha podido seguir utilizando este tipo de
pinturas. Además, la presencia de imposex severo en áreas donde el tráfico de grandes embarcacio-
nes es insignificante apunta otros posibles orígenes de la contaminación como, por ejemplo, incum-
plimiento de las medidas de regulación establecidas o posibles aportes de TBT a la columna de agua
procedentes del sedimento.
Escenarios similares al descrito para la costa gallega se han observado en otras regiones de
Europa (Barroso & Moreira 2002, Huet et al. 2004). En el caso concreto de España, un estudio de los
distintos compartimentos ambientales en la bahía de Gijón mostró que la concentración media de TBT
•en aguas del puerto deportivo duplicaba la obtenida para aguas del puerto comercial (88 ng/I versus
42 ng/I); además, en conjunto, un 75% de las muestras (incluyendo algunas tomadas en áreas de
costa abierta) superaron los 7.4 ng/I (umbral del criterio de calidad US-EPA), y un 95% excedieron el
umbral de toxicidad establecido para muchas especies marinas, í.e. 1 ng/I (Rodriguez-Gonzalez et al.
2006). Por todo ello la IMO ha suscrito el "Convenio Internacional para el Control de Sistemas Antiin-
crustantes Nocivos en Buques", a través del cual, queda prohibido el uso de pinturas con organoestán-
nicos a partir del 1 de enero de 2003 con el objetivo de que a partir del 1 de enero de 2008 no que-
de un solo barco pintado con TBT; es más, con independencia de su ratificación, la Comisión Europea
ha resuelto para sus países miembros la prohibición total desde el 1 de enero de 2003 (Directiva
2002/62/CE).
5.4.- TENDENCIA TEMPORAL
Pese a que la situación en el noroeste de la Península Ibérica continúa siendo preocupante, se
ha producido un descenso considerable en los niveles de TBT e imposex en los últimos cinco años. En
el año 2000 únicamente 5 poblaciones de Nassarius reticulatus mostraron niveles tisulares de TBT infe-
riores a los 100 ng Sn/g PS, la máxima concentración registrada superó los 800 ng Sn/g PS y en 1 1 po-
blaciones los valores del RPLI excedieron el 80%; sin embargo, en el año 2005, se detectaron niveles
inferiores a los 100 ng Sn/g PS en 14 poblaciones, la concentración máxima observada no superó los
650 ng Sn/g PS y únicamente 4 muestras exhibieron valores de RPLI superiores al 80%. Si bien la prohibi-
ción total resuelta por la Comisión Europea (Directiva 2002/62/CE) ha entrado en vigor en el año 2003,
resulta poco probable que sea ésta la responsable del anterior declive: (i) un periodo de tan sólo 2
años es insuficiente para observar sus efectos y, además, (ii) los datos disponibles apuntan a que di-
cho descenso viene produciéndose ya desde finales de la década de 1990. Sin embargo, es posible
que la Directiva 2002/62/CE haya actuada de un modo indirecto, a través de su interacción con la
prohibición parcial del año 1990 (Directiva 89/677/CEE). Esta última tan sólo restringió el uso de pinturas
antífouling con TBT, prohibiendo su aplicación en embarcaciones con eslora inferior a 25 metros; de
este modo, las pinturas siguieron disponibles en el mercado y ello posibilitó que la legislación no fuese
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respetada. Sin embargo, ante la Ilegada de la prohibición total, es posible que el mercado reaccio-
nara disminuyendo la oferta de pinturas con TBT y forzando por tanto su menor uso. Además, dicho
descenso pudo verse favorecido también por factores ajenos a las legislaciones, tal y como han su-
gerido algunos autores para otras regiones europeas (Huet et al. 2004): (i) el uso de pinturas antiincrus-
tantes que, si bien su principio activo es el TBT, muestran una tasa de lixiviado más lenta (r.e. copolíme-
ros autopulimentantes) o(ii) las mejoras en el tratamiento de las aguas residuales procedentes de los
astilleros.
La evolución temporal de la relación TBT versus RPLI registrada en el presente estudio para las
costas de Galicia es muy similar a la que Bryan et al. (1993) encontraron para la especie en las costas
del sur de Inglaterra. De este modo, por primera vez se corroboran las predicciones de estos autores
evidenciando que no sólo la respuesta biológica (i.e. imposex) es consistente, si no que también lo es
su comportamiento a lo largo del tiempo. En dicha relación es posible observar que el declive tempo-
ral resulta más conspicuo en las concentraciones tisulares del contaminante que en los niveles de im-
posex. Ello puede ser debido a que la vida media del TBT en los tejidos oscila entre los 2-3 meses
(Stroben et al. 1992a) mientras que el imposex es un fenómeno irreversible (Stroben et al. 1992a) o,
quizás, lentamente reversible (Bryan et al. 1993, Tester et al. 1996). Así, para una determinada pobla-
ción, los niveles de imposex exhibirán una mayor inercia, y su descenso será únicamente aparente a
medida que las hembras más afectadas sean reemplazadas por nuevas generaciones; a su vez, di-
cho reemplazo vendrá determinado por las características propias del ciclo vital, particularmente,
edad de maduración sexual y longevidad (Gibbs & Bryan 1996). En el caso concreto de Nassaríus reti-
culatus, las hembras alcanzan la madurez sexual alrededor del cuarto año de vida (Tallmark 1980), de
modo que, en un escenario de declive de la contaminación, los ejemplares menos afectados forma-
rán parte de la población adulta únicamente tras un periodo de 48 meses; es más, puesto que la lon-
gevidad de la especie ha sido establecida en 10-15 años (Tallmark 1980), un descenso considerable
en los niveles de imposex de la población no será conspicuo probablemente hasta más tiempo des-
pués, cuando muera una fracción importante de las hembras más viejas y afectadas. Los valores me-
dios de TBT y RPLI para las siete localidades comunes de las campañas 1998-1999, 2000 y 2005 (1221
± 538 ng Sn/g PS y 88 ± 3%, 530 ± 212 ng Sn/g PS y 87 ± 6%, 362 ± 148 ng Sn/g PS y 77 ± 6%
respectivamente) indican que, tras un periodo de b años, los niveles actuales de TBT y RPLI constituyen
un 27% y un 88% de los niveles originales. De seguir con esta progresión cabría esperar que, tras más
de 18 años, el RPLI de dichas localidades superase aún el 50% de los niveles originales. Como conse-
cuencia de lo anteriormente expuesto, se ha sugerido que el parámetro más útil para detectar cam-
bios cuando los niveles ambientales del contaminante descienden con cierta rapidez es el análisis de
las concentraciones tisulares de TBT (Bryan et al. 1993). Si bien esta recomendación debe ser conside-
rada, es igualmente importante tener en cuenta que los programas de monitorización modernos, ta-
les como aquéllos promovidos por la Convención OSPAR (Conventíon for the Protection of the Marine
Envíronment of the North-East Atlantic), necesitan establecer nexos fiables entre los aportes del conta-
minante, sus niveles ambientales y sus efectos biológicos (Ruiz et al. 2005).
Es probable que la situación descrita en el presente trabajo para la costa gallega continúe me-
jorando en un futuro como consecuencia de la prohibición total. Sin embargo, no debe olvidarse que
los niveles del contaminante siguen incrementándose en otros países, donde el uso de pinturas anti-
fouling con TBT no ha sido legislado (e.g. Israel: Rilov et al. 2000, Tailandia: Bech 2002, o Brasil: Fernan-
dez et al. 2004). Incluso en aquellas regiones donde se han establecido distintas regulaciones y pare-
cen estar alcanzando el efecto deseado, existen aún motivos de preocupación. La vida media del
TBT en la columna de agua oscila entre los 7 días y los 2 meses dependiendo del régimen térmico
(Fent 1996), pero dicho compuesto puede prevalecer años almacenado en los sedimentos donde su
tasa de degradación es mucho más lenta (1 13-7 75 días en sedimentos aeróbicos y decenas de
años en sedimentos anaeróbicos, Dowson et al. 1993). De este modo, dichos sedimentos actúan co-
mo importantes depósitos de TBT (de Mora et al. 1995) que puede ser devuelto a la columna de agua
por la actividad de la fauna excavadora u operaciones de dragado. Distintos estudios han estableci-
do el potencial de los sedimentos contaminados como fuente de TBT a largo plazo. Por ejemplo, San-
tos et al. (2004) observaron que la frecuencia e intensidad del imposex en Nassaríus reticulatus se in-
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crementaba con la proximidad a un área donde se habían depositado sedimentos del dragado de
un gran puerto portugués. Los datos obtenidos en el presente trabajo también sugieren que el TBT al-
macenado en los sedimentos podría estar actuando como fuente secundaria de contaminación. La
comparación temporal de las concentraciones tisulares de organoestánnicos muestra que mientras el
TBT era el compuesto dominante en 2000, dicha dominancia a pasado a su inmediato producto de
degradación en 2005. Esta situación no resulta extraña en un escenario de declive de la contamina-
ción (Bryan et al. 1993). Sin embargo, sí resulta sorprendente que 7 de las localidades estudiadas en
2005 presenten un contenido en DBT similar, o incluso superior, al total de estannanos registrado en
2000. Estos hechos indican que el patrón de bioacumulación en dichas localidades se ha visto modi-
ficado durante el periodo estudiado y que una nueva fuente de contaminación, rica en derivados
(como podrían ser los sedimentos, Sarradin et al. 1995) podría está actuando en la región.
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1. INTRODUCCIÓN
A lo largo de las últimas décadas, muchas investigaciones científicas han tratado de inferir la
capacidad de dispersión de las especies marinas y delimitar la escala espacial de la conectividad
demográfica de sus poblaciones. EI auge de estos trabajos se ha debido, al menos en parte, a sus
numerosas aplicaciones prácticas: por ejemplo, definición de stocks en pesquerías comerciales
(Thorpe et al. 2000, Castillo et al. 2004), control de plagas y especies invasoras (Stcehr et al. 2000, Ro-
man & Palumbi 2004) o diseño de redes de áreas marinas protegidas (Botsford et al. 2003, Palumbi
2003).
La teoría clásica sobre dinámica de poblaciones asumía que las especies marinas estaban me-
nos subdivididas que las continentales (dulceacuícolas o terrestres). Esta visión se basaba en ciertos
rasgos de estos organismos y de su hábitat (Caley et al. 1996): (i) el medio marino es homogéneo y
carece de barreras a la dispersión; (ii) las especies marinas presentan tamaños poblacionales relativa-
mente grandes; y(iii) muchas de esas especies presentan una fase larvaria que asegura la dispersión.
Sin embargo, con la Ilegada de las técnicas moleculares y su aplicación al estudio de la conectividad
entre poblaciones se descubrió que esa supuesta generalidad mostraba numerosas excepciones
(Grosberg & Cunningham 2001). Un número creciente de estudios puso de manifiesto que dicho me-
dio aparentemente homogéneo presentaba con frecuencia barreras crípticas de naturaleza diversa
que ocasionaban la retención de individuos y el autoreclutamiento: canales de aguas profundas (e.g.
Bernardi 2000), cuerpos de agua más o menos aislados (e. g. Perrin et al. 2004), corrientes oceanográ-
ficas (e.g. Sotka et al. 2004), afloramientos (e.g. Waters & Roy 2004) o variaciones en distintas condi-
ciones abióticas (e.g. Riginos & Nachman 2001). Alguno de esos estudios Ilegó incluso a concluir que
127
las larvas pueden mostrar un comportamiento mucho más activo de lo asumido previamente (e.g.
Barber et al. 2002).
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Los estuarios son hábitats particularmente interesantes para el estudio de procesos implicados
en la conectividad demográfica de poblaciones. Gracias a su relativo aislamiento físico y a sus condi-
ciones ecológicas fluctuantes en espacio y tiempo, en los estuarios interactúan fuerzas evolutivas co-
mo la deriva genética y la selección (Bilton et al. 2002). Además, las investigaciones en estuarios po-
seen un valor intrínseco al tratarse de ecosistemas ecológica, económica y socialmente importantes.
Como ocurre con el conjunto más amptio de estudios de dinámica de poblaciones marinas, las in-
vestigaciones de la conectividad entre estuarios y costas abiertas adyacentes también se han benefi-
ciado del uso de marcadores moleculares. Los datos disponibles muestran que si bien los estuarios
tienden a promover la diferenciación genética a escala poblacional y específica, el patrón de la es-
tructura resultante depende en gran medida del organismo en cuestión, las características hidrográfi-
cas locales y la escala espacial considerada (revisado en Bilton et al. 2002). Por tanto, siguen siendo
necesarios más estudios que, cubriendo más grupos taxonómicos y más tipos de estuario, aumenten
nuestro conocimiento del funcionamiento de estos valiosos ecosistemas.
Las rías, valles fluviales inundados por el mar, constituyen un tipo de estuario presente sólo en
algunas regiones costeras del noroeste europeo (Evans & Prego 2003). Pese a que su singularidad es
comparable a la de los fiordos escandinavos y neozelandeses, su potencial influencia sobre el flujo
genético de las especies ha recibido escasa atención. Ello es particularmente cierto en el caso de la
costa atlántica gallega donde, por otra parte, dichos estuarios alcanzan su máxima expresión. De es-
te modo, en el presente trabajo se pretende utilizar el gasterópodo Nassarius reticulatus como modelo
para estudiar qué efecto pueden tener las rías gallegas sobre la conectividad demográfica de espe-
cies con alto potencial de dispersión.
EI uso de organismos modelo ha sido recomendado en otros estudios de genética de pobla-
ciones (Palumbi et al. 2003). Dichos organismos se caracterizan por carecer de valor económico 0
para la conservación pero, en contrapartida, resultan fáciles de estudiar dada su abundancia. Ade-
más, la ausencia de valor económico representa una segunda ventaja pues elimina, al menos en
parte, el peligro de que la estructura genética inferida esté influenciada por la acción humana. En
este sentido, Nassarius reticulatus (L.) es un gasterópodo prosobranquio marino que, no sólo carece
de valor económico y para la conservación, sino que presenta otras características que lo convierten
en una especie particularmente útil en estudios de genética de poblaciones. Es un organismo común
a lo largo de las costas atlánticas europeas, desde los archipiélagos de Canarias y Azores hasta el
norte de Noruega; también ha sido registrado en las costas de los mares Mediterráneo y Negro (Fretter
& Graham 1985). Por tanto, puede emplearse tanto para estudios regionales como para aquéllos inte-
resados en patrones a escala geográfica más amplia, tanto actuales (e.g. corrientes oceanográficas)
como históricos (e.g. glaciaciones). Carroñero obligado, es especialmente abundante en zonas del
intermareal con sustrato blando y alto contenido en materia orgánica. Por tanto, es fácil capturar a
mano un gran número de individuos sólo con la ayuda de un cebo. Además, su amplia tolerancia a
variaciones de salinidad y temperatura (Eriksson & Tallmark 1974) permite mantenerlo en condiciones
de laboratorio durante periodos relativamente largos. Finalmente, su ciclo reproductivo y fases larva-
rias se han descrito con detalle. Su ciclo reproductivo muestra un patrón estacional bien definido
(Barroso & Moreira 1998) y su capacidad potencial para la dispersión es alta ya que las larvas velígeras
que eclosionan de sus cápsulas bénticas forman parte del plancton durante 1-2 meses hasta la meta-
morfosis (Lebour 1931).
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2. OBJETIVOS
La costa atlántica de Galicia se caracteriza por la presencia de cuatro grandes rías que en con-
junto reciben el nombre de Rías Baixas. Este tipo de estuarios está también presente en otros puntos
del litoral gallego y del atlántico europeo. Sin embargo, en las Rías Baixas probablemente alcanza su
máxima expresión. Las Rías Baixas albergan valiosos bancos de pesca y marisco. Además, sostienen
una actividad de acuicultura importante (e.g. en su interior hay unas 3300 bateas dedicadas al cultivo
de mejillón, Franco Leis 2006). Tal desarrollo económico concentra en sus costas una densidad de
población considerable, y todo ello se traduce en una presión obvia en términos de contaminación,
sobreexplotación de recursos y destrucción del hábitat. La gestión sostenible de las especies que habi-
tan estos ecosistemas requiere cierto conocimiento de su estructura poblacional. Sin embargo, ape-
nas hay información al respecto.
En el presente trabajo se investiga la estructura genética de 1 1 poblaciones gallegas del gaste-
rópodo Nassaríus reticulatus por medio de marcadores RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA).
Con los datos obtenidos se pretende:
1. Evaluar la conectividad demográfica de las poblaciones en la región.
2. Investigar si las rías limitan de algún modo el flujo genético entre las poblaciones de su interior y
las situadas en la costa abierta adyacente.
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3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1. ESCALA GEOGRÁFICA DEL ESTUDIO Y RECOGIDA DE LAS MUESTRAS
Se recogieron individuos adultos de Nassarius reticulatus en 1 1 localidades de la costa gallega.
Dichas localidades cubrieron un rango aproximado de 280 km y se pueden clasificar en dos ambien-
tes marcadamente distintos: 5 situadas en el interior de una misma ría (Ría de Muros), las 6 restantes
en áreas de costa abierta (Fig. 1, Tabla 1).
En cada localidad los individuos se capturaron a mano con ayuda de un cebo durante la ma-
rea baja. En el laboratorio, se midió la concha (longitud total y longitud de la apertura) y, una vez reti-
rada ésta, se sexaron los animales. En cada muestra, se seleccionaron una veintena de hembras con
tamaño situado en torno a la media poblacional que se conservaron (-20 °C) hasta la extracción del
ADN (Tabla 1).
Localidad Código Tipo n L (mmj
Cedeira CE Costa abierta 20 22.37
Mera ME Costa abierta 20 25.13
Malpica MA Costa abierta 20 24,69
Fisterra FI Costa abierta 20 27.93
Fogareiro FO Ría 19 23.62
Abelleira AB Ría 20 26.82
Creo CR Ría 20 25.98
Batuda BA Ría 20 25,05
Pta. Calleira PC Ría 20 25.11
O Grove GR Costa abierta 20 23,95
A Garda AG Costa abierta 20 22.74
Tabla 1.- Escala geagrc^fíca dei estudio y recogída de las
muestras. r•1c^m^^r^ y c^cii0^ ^e ic^rs ioc^^aiidt^des ^st^^díadcas, fii^c^
d^ Iccalie^c^d (^nsta ot^i^rta vs. tíaj, ^Umaric rr^ue^st^al (nl y^^ongítu<^
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( Figura 1.- Escala geogrática dei estudio y recogida de las muestras. Sifi^ación de las localidades estudiadas a lo
largo de ia costa gallega.
3.2. EXTRACCIÓN DEL ADN
La extracción del ADN se hizo con el "VI/izard Genomic DNA Purification Kít" (Promega, Madison,
WI, EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Si bien cualquier tipo de tejido puede potencial-
mente rendir ADN en cantidad y calidad suficientes, se decidió usar el pie del animal pues gónadas y
13^
glándulas digestivas conllevan riesgo de contaminación con ADN de parásitos y microorganismos
(Jiang et al. 1997, Kristensen et al. 1999). En resumen, el protocolo seguido fue:
1. Aproximadamente se trocearon 20 mg de tejido del pie y transfirieron a un tubo Eppendorf con
500 µl de Solución de Lisis de Núcleos y 120 µl de EDTA 0.5 M(pH 8.0).
2. Tras añadir 17.5 µl de Proteinasa K(20 mg/ml), el extracto se incubó toda la noche en baño a
55 °C con agitación suave.
3. Tras la incubación, se añadieron 3 µl de Solución ARNasa y se Ilevó a cabo una nueva incuba-
ción (37 °C, 30 minutos).
4. A continuación, se agregaron 200 µl de Solución de Precipítación de Proteínas. Tras agitar vigo-
rosamente (vórtex, 20 segundos), la muestra se mantuvo en hielo durante 5 minutos.
5. La muestra se centrifugó (16000 g, 4 minutos) precipitando las proteínas.
6. EI sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo que contenía 600 µl de isopropanol y se mezcló
suavemente por inversión hasta que se pudo observar la precipitación del ADN.
7. Tras una nueva centrifugación (16000 g, 1 minuto), el sobrenadante se decantó cuidadosa-
mente y el precipitado de ADN se lavó con 600 µl de etanol 70%.
8. Tras centrifugar (16000 g, 1 minuto) se retiró el etanol y el precipitado se secó dejando invertido
el tubo.
9. Finalmente, se añadieron 100 µl de Solución de Rehidratación y se Ilevó a cabo una última in-
cubación (65 °C, 1 hora).
10. La concentración de ADN del extracto se cuantificó por espectrofotometría y su integridad se
valoró por cromatografia en gel de agarosa (1 %). EI ADN se almacenó a-20 °C hasta su uso.
3.3. REACCIÓN RAPD
La técnica RAPD, desarrollada independientemente por Welsh & McClelland (1990) y Williams et
al. (1990), tiene su fundamento en la metodología estándar de la Reacción en Cadena de la Polime-
rasa (PCR). Su singularidad reside en emplear un único cebador de secuencia arbitraria, de modo que
la amplificación tiene lugar cuando existen secuencias diana idénticas, opuestas y relativamente 133
próximas en ambas cadenas del ADN molde. Una de sus principales ventajas es no necesitar conoci-
mientos previos sobre la biología molecular del organismo objeto de estudio.
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Los marcadores RAPD también presentan inconvenientes. Una de las limitaciones más conoci-
das es la falta de reproductividad de los patrones obtenidos si no se sigue un protocolo rigurosamente
estandarizado. Cambios de las condiciones de reacción y/o sus componentes pueden hacer que se
amplifiquen productos diferentes. Para minimizar en lo posible ese riesgo, en el presente trabajo se
tomó una serie de precauciones:
- Las concentraciones de ADN de todas las muestras se ajustaron individualmente a 10 ng/µl.
- Como mezcla de reacción se utilizó un preparado comercial ("RAPD Analysis Beads", Amersham
Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, EE.UU.) que contiene todos los reactivos necesarios pa-
ra la reacción RAPD. Los únicos componentes que fue necesario añadir fueron el ADN molde y
el cebador. EI uso de un preparado comercial reduce los pasos del proceso, incrementa la re-
producibilidad técnica y minimiza el riesgo de contaminación. Además, todas las amplificacio-
nes se Ilevaron a cabo en el mismo termociclador (PxE Hybaíd, Mandel Scientific Company Inc.,
Ontario, Canadá).
- Finalmente, se realizaron tanto controles positivos (con patrón de bandas conocido) como ne-
gativos (sin ADN molde).
Otra limitación de la técnica es la dominancia de sus marcadores. En los marcadores RAPD, un
polimortismo puede reflejar bien una deleción o un cambio nucleotídico en una de las secuencias
diana, bien una inserción de tamaño considerable entre las secuencias diana, o bien una inserción o
deleción de un fragmento pequeño. Los 3 primeros casos hacen que el marcador correspondiente
no se amplifique mientras que el último hace que produzca un marcador de tamaño diferente. Sin
embargo, ese último proceso sólo se ha observado en raras ocasiones (Weising et al. 1994). Por tanto,
dichos polimorfismos se expresan mayoritariamente como presencia/ausencia del producto amplifi-
cado. Como resultado, los marcadores RAPD muestran herencia dominante. La ausencia de una
banda en un locus particular indica un individuo homocigoto (genotipo -/-) pero su presencia puede
denotar tanto un homocigoto (+/+) como un heterocigoto (+/-). En consecuencia, las frecuencias
alélicas sólo pueden estimarse asumiendo equilibrio Hardy-Weinberg. La validez de dicho supuesto no
siempre es demostrable. Para esas situaciones existe entonces la alternativa de analizar los datos con
aproximaciones que no requieren estimar las frecuencias alélicas (ver más abajo en el apartado de
°Análisis de los datos").
Las reacciones RAPDs (25 µl) incluyeron la cantidad estándar de "RAPD Analysis Beads', 25 pmol
de cebador (5µl), 50 ng de ADN molde (5 µl de concentración 10 ng/µl) y 15 µl de agua desionizada
(Milli-Q) estéril. EI perfil de la reacción fue 1 ciclo inicial de desnaturalización (5 min, 95 °C); 45 ciclos
de 1 min a 95 °C (desnaturalización), 1 min a 36 °C (hibridación) y 2 min a 72 °C (extensión); 1 ciclo
final de extensión (5 min, 72 °C).
3.4. ELECTROFORESIS Y VISUALIZACIÓN DE LOS PRODUCTOS
Los productos de la reacción RAPD (8 µl de la reacción RAPD, 1.5 µl de azul de carga, y 5 µl de
TBE 1 x) se separaron por electroforesis en gel TBE de agarosa (0. 7% agarosa con 1% Synergel, Diversi-
fíed Biotech, Boston, MA, EE.UU.) preteñido con bromuro de etidio (0.5 µg/ml). La electroforesis (120 V,
2 hr y 45 min) se hizo a 10 °C para minimizar la degradación de los fragmentos de ADN. Además de
las muestras, cada gel incluyó 3 pocillos con un marcador de pesos moleculares (100 base-pair lad-
der, Amersham Pharmacia Biotech Inc. ). Tras la electroforesis, los geles se expusieron a la luz ultraviole-
ta (transiluminador UVT-20 ME, Herolab, Wiesloch, Alemania) y se fotografiaron con una cámara digital
(Kodac Digital Science DC40). Las imágenes se invirtieron y su contraste se realzó con la ayuda de Co-
rel Photopaint v9.0. Para facilitar la identificación uniforme de bandas en distintos geles, se prepararon
geles mixtos con individuos de todas y cada una de las poblaciones.
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3.5. ESTUDIO PILOTO E IDENTIFICACIÓN DE PRODUCTOS RAPD
EI conjunto de cebadores usados en este trabajo se seleccionó por medio de un estudio piloto.
En dicho estudio piloto, se identificó un conjunto de cebadores susceptibles de aportar información útil
y reproducible sobre la estructura poblacional de Nassarius reticulatus en las costas de Galicia em-
pleando un proceso secuencial en tres pasos:
En el primer paso, se probaron 40 cebadores (Series A y 6^ de Operon Technologies Inc., Colo-
nia, Alemania) con 2 individuos de 2 poblaciones distantes entre sí (Cedeira y Fogareiro) para
identificar aquéllos capaces de producir productos de amplificación fáciles de puntuar (i.e.
bandas bien definidas y en número adecuado, ni excesivo ni escaso). Diez de los 40 cebadores
probados cumplieron con las condiciones fijadas.
En el segundo paso, se probaron los 10 cebadores seleccionados en el paso anterior con un
número mayor de individuos (5 de cada una de las 2 poblaciones anteriores) para identificar los
que generaban polimorfismos informativos. Esta nueva serie de ampliflcaciones volvió a incluir
los 2 individuos utilizados en el primer paso para comprobar la reproducibilidad de los patrones
de bandas obtenidos. Un total de 3 cebadores fueron seleccionados.
Finalmente, se repitió el paso 2 con los 3 cebadores seleccionados para comprobar de nuevo
su reproducibilidad.
Para cada cebador, se determinó el tamaño aproximado de los fragmentos amplificados por
comparación con el marcador de pesos moleculares en los geles de agarosa. Los fragmentos se
puntuaron como presencia/ausencia (1 /0). Cada fragmento se nombró combinando el código del
cebador y el tamaño del fragmento (e. g. Oi^ 13-323, fragmento de 323 pb amplificado con el ce-
bador Oi^ 13). Sólo se consideraron fragmentos con claro dimorfismo entre presencia y ausencia en
todos los individuos estudiados.
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3.6. ANÁLISIS DE DATOS
Los marcadores RAPD se comportan de modo dominante. Ello impone limitaciones al análisis
de datos pues sólo se puede obtener una estima indirecta de las correspondientes frecuencias aléli-
cas aceptando supuestos como la naturaleza bi-alélica de cada marcador RAPD y que la población
está en equilibrio Hardy-Weinberg. Cuando es posible demostrar la pertinencia de esos supuestos
(especialmente el equilibrio H-W, por ejemplo usando información independiente para la misma po-
blación basada en marcadores codominantes), el análisis de los datos RAPD suele hacerse con
aproximaciones estadísticas convencionales basadas en las frecuencias alélicas de cada población.
Sin embargo, cuando dichos supuestos no pueden demostrarse, como ocurre en el presente estudio,
es más prudente recurrir a aproximaciones alternativas que consideran los patrones RAPD como sim-
ples expresiones fenotípicas (í.e. presencia/ausencia de bandas). Esa fue la aproximación predomi-
nante en el presente estudio, salvo para facilitar comparaciones con estudios previos en los pocos
casos (diversidad genética de Nei) en los que los estadísticos equivalentes para marcadores dominan-
tes (índice de diversidad de Shannon) no suelen usarse con marcadores codominantes.
3.6.1. DIVERSIDAD GENÉTICA
La diversidad genética de cada población se estimó utilizando medidas clásicas basadas en
observaciones: (i) número total de bandas y(ii) porcentaje de bandas polimórficas (considerando co-
mo tales las presentes en un 99% o menos de los individuos). Ambas estimas pueden verse influidas
por el tamaño de muestra y las comparaciones con estudios previos deben hacerse con cautela.
También se calculó el índice de diversidad genética de Shannon (Lewontin 1972) como el promedio
para todos los loci de H=- E p; In(p;), donde p; es la frecuencia de presencias y ausencias en cada
marcador i. Este índice es poco sensible al sesgo introducido con datos dominantes. Para facilitar las
comparaciones con estudios basados en marcadores codominantes, también se estimó la diversidad
génica no sesgada de Nei (1987) como el promedio para todos los loci de h=(1 - Fx;2) (2N / 2N - 1),
donde x; es la frecuencia de cada alelo (1 y 0) en el locus i y N es el tamaño muestral. EI valor de di-
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cho parámetro en cada población se calculó con el soflware Tools for Population Genetic Analysis
(TFPGA vl .3).
3.6.2. DIFERENCIACIÓN GENÉTICA Y ESTRUCTURA GEOGRÁFICA
Los análisis de diferenciación genética entre poblaciones se hicieron sólo con los marcadores
RAPD polimórficos para todo el conjunto de datos (criterio del 99%) empleando cuatro aproximacio-
nes: Análisis de la Varianza Molecular (AMOVA), Prueba de Mantel, Análisis de Conglomerados y Esca-
lamiento Multidimensional no Métrico. Además, se investigó la existencia de diferencias significativas
entre poblaciones de las frecuencias de los marcadores RAPD utilizando la prueba exacta de diferen-
ciación de poblaciones del soflware Tools for Population Genetic Analysis (TFPGA v1.3), un procedi-
miento similar a la prueba exacta de Fischer pero que calcula la probabilidad de las diferencias ob-
servadas por medio de una aproximación tipo Monte Carlo vía cadena de Markov (1000 pasos de
dememorización, 10 lotes, 2000 permutaciones por lote).
3.6.2.1. AMOVA
Wright desarrolló la primera aproximación estadística al análisis de la diferenciación genética de
poblaciones a principios de la década de 1950 (Wright 1951). Dicha aproximación se basaba en una
idea sencilla: si una población total está subdividida en varias subpoblaciones, la probabilidad de que
se crucen dos individuos de la misma subpoblación es mayor que la de que crucen dos individuos de
distintas subpoblaciones. Como resultado, una población subdividida presentará una frecuencia de
homocigotos mayor de la esperada bajo equilibrio Hardy-Weinberg. En definitiva, Wright propone inferir
la existencia de diferenciación cuantificando las desviaciones de las frecuencias alélicas respecto de
lo esperado bajo equilibrio Hardy-Weinberg. Para ello, dividió la variación genética en 3 niveles jerár-
quicos (individuo, subpoblación y población total): (i) H^: heterocigosidad media observada por indivi-
duo, (ii) HS: heterocigosidad media esperada dentro de las subpoblaciones asumiendo equilibrio Har-
dy-Weinberg en éstas, y (iii) HT: heterocigosidad esperada en la población total asumiendo equilibrio
138
Hardy-Weinberg. Con esas 3 estimas de diversidad genética, Wright elaboró 3 estadísticos para cuanti-
ficar la estructura en cada nivel:
- F,S (coeficiente de endogamia). La diferencia entre la heterocigosidad media esperada dentro
de las subpoblaciones asumiendo panmixia (i.e, ausencia de estructura) y la observada. F,s =
(HS - H,) / HS.
- FST (índice de fijación). La reducción de heterocigosidad dentro de las subpoblaciones respecto
de la esperada para la población total como consecuencia de la existencia de estructura. Fsr
_ (HT - HS) / HT.
- F,^ (coeficiente de endogamia total). La reducción de heterocigosidad de los individuos respec-
to a la de la población total como consecuencia de cruces no aleatorios en las subpoblacio-
nes (F,S) y existencia de subdivisión poblacional (FSr). F,^ _(HT - H,) / HT.
Estos 3 estadísticos se conocen como estadísticos F de Wright y se relacionan entre sí del siguiente
modo: 1- F,^ _(1 - F,S) (1 - FST). F,^ varía entre 0(no diferenciación) y 1(diferenciación absoluta), si bien
tamaños de muestra desiguales pueden provocar valores ligeramente negativos. F,S y F,^ pueden pre-
sentar valores positivos o negativos. EI primer caso indica un déficit de heterocigotos mientras que el
segundo un exceso. La significación estadística de estos valores puede evaluarse por medio de una
prueba chi-cuadrado.
En su formulación inicial, Wright consideró un único locus dialélico y propuso que en el caso de
más de dos alelos se usase el alelo más común y se combinasen las frecuencias de los restantes en
un segundo alelo compuesto. Esta limitación fue solventada por Nei (1977) con su estadístico Gsr
(análogo a FST) para sistemas multialélicos. Posteriormente, la teoría clásica de Wright sufrió otras modi-
ficaciones (e.g. para ampliar el modelo a otros niveles jerárquicos como variación entre poblaciones
dentro de regiones). Sin embargo, la modificación más destacable, dada su popularidad, ha sido ta
propuesta por Weir y Cockerham (1984), que estima la diferenciación de las poblaciones por medio
de un análisis de la varianza (ANOVA) de las frecuencias génicas. Este método también estructura de
manera jerárquica la diversidad genética entre poblaciones, entre individuos dentro de las poblacio- 139
nes, y entre alelos dentro de los individuos. Las varianzas de las frecuencias alélicas en cada uno de
esos niveles son entonces o^a, ^b y^^ y los estadísticos B, f y F (equivalentes a FST, F,S y F^) se calculan
como: B = ^a / ^b; f - ^b ^ (^b + ^^); F = (^a + o2b) / ^; donde ^ es la varianza total de las fre-
cuencias alélicas.
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Finalmente, Excoffier et al, propusieron el Análisis de la Varianza Molecular (AMOVA) a principios
de la década de 1990 (Excoffier et al. 1992). Este método es similar al propuesto por Weir y Cocker-
ham pues también analiza la estructuración de las poblaciones usando un análisis de la varianza de
las frecuencias génicas. Sin embargo, difiere de éste en que AMOVA puede usar información sobre la
divergencia evolutiva entre tipos de marcadores moleculares muy diversos (e.g. alelos, haplotipos de
restricción o secuencias de ADN) sin que merme la flexibilidad del modelo. De este modo, se puede
aplicar el AMOVA a una amplia variedad de datos moleculares sin violar los supuestos inherentes a
cada sistema analítico (e.g. no migración, variación generada únicamente por deriva genética, loci
independientes). Es más, con AMOVA no es necesario calcular las frecuencias alélicas por lo que este
análisis parece especialmente apropiado para datos derivados de marcadores dominantes (Huff et
al. 1993, Peakall et al. 1995). EI método se basa en calcular una matriz de distancias genéticas entre
individuos para, seguidamente, cuantificar el reparto de la varianza de esas distancias dentro y entre
grupos predefinidos (e.g. un grupo son los individuos de una misma población). AMOVA genera unos
estadísticos ^, análogos a los estadísticos F, cuyos niveles de significación se calculan por permuta-
ción no paramétrica de los datos originales. Ello permite ignorar supuestos habituales en ANOVA (e.g.
normalidad, homogeneidad de varianzas).
En el presente estudio, los datos de marcadores RAPD se analizaron con AMOVA usando el soff-
ware Arlequin (Schneider et al. 2000). La matriz de distancias entre todos los posibles pares de indivi-
duos se construyó utilizando el cuadrado de la distancia euclídea (número de alelos diferentes entre
dos haplotipos RAPD). Se consideraron tres niveles jerárquicos: variación entre grupos de localidades
(costa abierta vs. ría), variación entre localidades dentro de los grupos y variación entre individuos de-
ntro de las localidades. Además, se realizaron análisis independientes para cada grupo de localida-
des. La significación de los estadísticos ^cr, ^sc Y^sr se calculó permutando poblaciones dentro de
los grupos, haplotipos entre poblaciones dentro de los grupos y haplotipos entre poblaciones y entre
grupos respectivamente (10000 permutaciones). Del mismo modo, se calcularon estadísticos ^Sr para
todos los pares de poblaciones; en este caso, los valores de significación se corrigieron con el método
de Bonferroni para comparaciones múltiples (Sokal & Rohlf 1995).
3.6.2.2. TEST DE MANTEL
Cuando el rango geográfico de una especie es mayor que el potencial de dispersión de sus
propágulos, la deriva genética ocasiona divergencia entre poblaciones incluso bajo condiciones de
equilibrio (Wright 1943). En estas condiciones, la diferenciación genética entre poblaciones aumentará
con la distancia geográfica, de modo que las estimas de diferenciación serán bajas entre pares de
poblaciones próximos pero altas para aquéllos más distantes. Este patrón se conoce como aislamien-
to genético por distancia y la escala espacial a la cuál puede ser observado varía enormemente en-
tre especies. Así, dichas correlaciones positivas entre distancia geográfica y diferenciación genética
han sido observadas dentro de una población para grupos de individuos sedentarios, mientras que en
especies con elevada movilidad son únicamente evidentes a una escala regional (Lowe et al. 2004).
Un método ampliamente aceptado para evaluar la significación estadística de la correlación
entre diferenciación genética y distancia geográfica es el Test de Mantel (Mantel 1967). Dicha correla-
ción es, en definitiva, una regresión donde las variables son las matrices de distancias entre todos los
posibles pares de poblaciones. Como los elementos de una matriz de distancias no son independien-
tes, no se puede evaluar la significación estadística de la correlación entre 2 matrices de distancias
usando los procedimientos habituales de correlación. En este caso, el test de Mantel resulta más apro-
piado ya que evalúa la asociación de ambas matrices por un procedimiento de permutación donde
filas y columnas se tratan como unidades (se genera una distribución nula del correspondiente esta-
dístico aleatorizando filas y columnas en una de las matrices; la otra se mantiene constante).
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En este estudio, el test de Mantel se hizo con el programa IBD ver. 1.52 (Bohonak 2002). Como
matriz de distancias genéticas se usaron los valores ^ñST entre pares de poblaciones, mientras que la
matriz de distancias geográficas se estimó tomando la distancia más corta por agua. La relación en-
tre ambas distancias se describió usando regresión tipo Eje Mayor Reducido (RMA, Reduced Mafor
Axis). Esta forma de regresión es más adecuada que la aproximación tradicional por mínimos cuadra-
dos (OLS, Ordinary Least Squares) cuando la variable independiente se mide con error (Sokal & Rohlf
1995). La regresión se aplicó a las matrices originales y a todas las posibles combinaciones de matri-
ces originales y matrices con valores transformados a escala logarítmica. La significación estadística
de las correlaciones se determinó por permutación (10000 permutaciones). Las distancias genéticas
negativas o con valor cero se usaron tal cual salvo cuando se transformaron a escala logarítmica que
se convirtieron en un valor arbitrariamente bajo (0.0001) antes de la transformación.
3.6.2.3. ANÁLISIS DE CONGLOMERADOS
EI análisis de conglomerados es un procedimiento común para identificar grupos de objetos
similares. EI proceso de clasificación o agrupación puede hacerse atendiendo a distintos criterios. Por
razones obvias, los métodos más utilizados en estudios de genética de poblaciones son los que consi-
deran grupos jerárquicos. Dicho análisis transforma una matriz de distancias entre OTUs (Operational
Trn^onomic Units, e. g. individuos, poblaciones o especies) en una representación gráfica de grupos
anidados donde la variabilidad es máxima entre objetos de distintos grupos pero mínima para objetos
del mismo grupo.
Hay una amplia variedad de algoritmos para construir conglomerados jerárquicos. Atendiendo
al tipo de enlace empleado (i.e. criterio que determina qué grupo debe unirse en cada paso del pro-
ceso) es posible distinguir cuatro métodos:
- Enlace simple o vecino más próximo: mide la proximidad entre dos grupos calculando la distan-
cia entre sus objetos más próximos.
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- Enlace completo o vecino más alejado: mide la proximidad entre dos grupos calculando la
distancia entre sus objetos más lejanos.
- Enlace medio no ponderado: mide la proximidad entre dos grupos calculando la distancia pro-
medio entre todos los posibles pares de objetos que conforman dichos grupos.
- Enlace medio ponderado: como el anterior caso pero aquí puede otorgarse peso distinto a los
distintos objetos.
En el presente estudio se Ilevó a cabo un análisis de conglomerados jerárquicos utilizando el
método Enlace Medio no Ponderado, también conocido como Método de Agrupamiento de Pares
no Ponderados utilizando la Media Aritmética o UPGMA (Unweighted Paír-Group Method with Arithme-
tic Means). Este algoritmo es uno de los más utilizados en este tipo de trabajos pues: (i) es muy rápido
(cualquier programa puede construir un árbol con cientos de OTUs en unos pocos segundos) y(ii) redu-
ce el error inherente a las estimas de longitud de los brazos (al representar dichas longitudes distancias
medias). EI árbol UPGMA se construyó a partir de la matriz de distancias Prevosti entre las 11 poblacio-
nes calculada con el programa RAPD/ST v. 1.0 considerando los patrones RAPD como fenotípicos. EI
método utilizado para calcular las distancias entre OTUs también es fundamental para la calidad de
un dendograma. RAPDIST v. 1.0 permite estimar b medidas diferentes de distancia. Sólo 2 son ade-
cuadas para datos fenotípicos: distancia Arco y distancia de Prevosti (también conocida como distan-
cia de Manhattan). La distancia de Prevosti se eligió por su sencillez y valores más intuitivos. La consis-
tencia del patrón obtenido se valoró calculando 1000 nuevas matrices de distancia por remuestreo
aleatorio del conjunto original de datos (bootstrapping) con el mismo soflware. Los dendogramas se
construyeron con el programa Neighboor y el correspondiente árbol consenso se calculó con el pro-
grama Consense, ambos incluidos en el paquete Phylip v. 3.62.
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3.6.2.4. ESCALAMIENTO MULTIDIMENSIONAL NO MÉTRICO
AI igual que los procesos de clasificación o agrupación, los procesos de ordenación (dentro de
los cuáles se engloba el Escalamiento Multidimensional no Métrico o NMDS) son métodos multivarian-
tes cuyo objetivo es detectar e interpretar patrones en la composición de las muestras. Este análisis
representa las relaciones entre muestras de un modo sencillo, al reducir la situación real a un "espacio
dimensional bajo". De hecho, el NMDS no es más que una representación de las muestras como pun-
tos en una gráfica de 2, o como mucho 3, dimensiones donde las distancias relativas entre puntos
siguen el mismo orden que las diferencias, genéticas en este caso, entre muestras. EI ordenamiento
NMDS se consigue con un proceso de cálculo iterativo. La bondad del ajuste entre las distancias
NMDS y las diferencias genéticas se juzga estimando un coeficiente de estrés. Valores bajos del coefi-
ciente de estrés indican que el NMDS representa de modo fiel las diferencias genéticas.
En el presente estudio, se representó la matriz de distancias genéticas Prevosti generada por
RAPD/ST v. 1.0 usando el algoritmo de cálculo de Escalamiento Multidimensional no Métrico imple-
mentado en el paquete estadístico S^STAT v. 10.0. Las poblaciones en el diagrama resultante fueron
conectadas por un árbol de expansión mínima o MST (Minimum Spanning Tree) estimado con el mis-
mo paquete estadístico.
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4. RESULTADOS
4.1. PERFILES RAPD EN NASSARIUS RETICULATUS
De los 40 cebadores probados inicialmente, 3(OPQ-13, OP6^-14 y OPQ-15) originaron patrones
de bandas polimórficos y puntuables con relativa facilidad (ver apartado 3.5 del presente capítulo,
"Estudío píloto e identificación de productos RAPD'; Fig. 2) y fueron seleccionados para el estudio. Di-
chos cebadores se caracterizaron también por una reproducibilidad elevada. Los individuos someti-
dos a repetidas amplificaciones (i.e. 2 individuos amplificados 4 veces y 8 individuos amplificados 3)
exhibieron en todos los casos patrones de bandas idénticos.
_ ^ ^. _ ^ .. _w. a..
3 4 5 6 7 8 L 9 10 11 12 13 14 15 ló 17 L
OPA7 5-187 -.
Figura 2. - Perfiles RAP© en Nassarius reticudatus. Resui#ados a!^#enidos para 17 ind+viduos de
una misma localidad a parfiir de una ampliiicacián #ípica can ei cebador C^PQ-15, i_:
marcador de pesos moleculares; UPS^ 15-395 y QPQ 15-37^: marcadores monarrórficos;
OPQ 15-357; marcador poiimórfica presen#e en Ios individuos 4 y 5; C^PQ ) 5-18i: marcador
polimórfica presen#e en el indivíduo i 5.
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Los controles negativos mostraron amplificación nula en la mayoría de las reacciones. Sólo en
raras ocasiones se observó la presencia de unas pocas bandas artefacto que en ningún caso exhibie-
ron el mismo tamaño que los marcadores estudiados. La posibilidad de dichas bandas artefacto es
contemplada por los fabricantes de "RAPD Analysis Beads" y ha sido descrita en otros estudios con
esta misma técnica (e.g. Haig et al. 1994, Heipel et al. 1998).
Los 3 cebadores seleccionados produjeron un total de 38 marcadores RAPD que pudieron ser
puntuados con total confianza; 28 de estos marcadores fueron polimórficos para el conjunto total de
datos siguiendo el criterio del 99% (i.e. presencia con frecuencia igual o inferior a 0.99; ver apartado
3.6.1, del presente capítulo). EI número medio de bandas por cebador fue 13; el rango de tamaños
de las mismas fue de 139 a 1000 bp. EI porcentaje de marcadores polimórficos por cebador osciló
entre el 69 y el 80% (Tabla 2). Estos 38 marcadores permitieron distinguir 215 fenotipos RAPD en los 219
individuos estudiados. Los fenotipos compartidos se distribuyeron del siguiente modo: (i) 1 individuo de
Batuda y 1 individuo de Fogareiro, (ii) 1 individuo de Malpica y 1 individuo de Punta Calleira, y (iii) 1
individuo de Creo, 1 individuo de Fisterra y 1 individuo de O Grove.
Cebador Secuencia Marcadores
Totales % Polimórficos Rango (bp)
OP6^-15 5' -[GGAGTGGACA] - 3' 13 69.2 185 - 800
OP6^-14 5' -[GGACGCTTCA] - 3' 15 80 135 - 1000
OP6^-13 5' -[GGGTAACGTG] - 3' 10 70 215 - 580
38 73.7 135 - 1000
Tabla 2.- Perfíles RAPD en Nassaríus reticulatus. Códiga y secuenc+a de fos
cebadores analizados, n`^' de marcadores totales, porcentaje de marcadores
pol+m^rticos v ran^o de tamaños de los ^roductos ob#enidos.
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4.2. DIVERSIDAD GENÉTICA
Las distintas estimas de diversidad genética no mostraron grandes diferencias entre poblaciones
(Tabla 3): ( i) el número total de bandas osciló entre 31 (Meraj y 35 (A Garda), (ii) el porcentaje de loci
polimórticos varió entre el 61 %(Mera) y el 68% (O Grove), (iii) el índice de diversidad de Shannon tomó
valores entre 0.231 (Batuda y O Grove) y 0.276 (A Garda), y (iv) la diversidad génica esperada osciló
^ entre 0.140 (O Grove) y 0.176 (A Garda). Ni el índice de Shannon ni la diversidad génica de Nei dieron
diferencias significativas de diversidad genética media entre poblaciones (Kruskal-Wallis: H=2.032,
P=0.996 y H=1.310, P=0.999 respectivamente).
Localidad n T P(% P) Ho h
Abelleira 20 33 22 (67) 0.235 0.150
Batuda 20 32 21 (bb) 0.231 0.141
Creo 20 32 21 (bb) 0.249 0.157
Fogareiro 19 34 22 (65) 0.255 0.145
Punta Calleira 20 33 22 (67) 0.246 0.145
A Garda 20* 35 23 (bb) 0.276 0.176
Cedeira 20 33 22 (67) 0.241 0.149
Fisterra 20 33 21 (64) 0.232 0.142
O Grove 20 34 23 (68) 0.231 0.140
Malpica 20 32 21 (66) 0.239 0.154
Mera 20 31 19 (61) 0.243 0.148
Tabla 3.- Diversidad genética. Estimas de diversidad genética en 1 1 poblaciones
de Nassarius reticulatus, n: tamaño muestral (* denota que n= 19 para el cebador
OPQ-13); T: n" total de bandas; P(°IoP); n° (y porcentaje) de bandas polimórficas;
4.3. DIFERENCIACIÓN GENÉTICA Y ESTRUCTURA DE POBLACIONES
A pesar de no encontrarse marcadores RAPD específicos de una población (bandas privadas),
la probabilidad combinada de los tests exactos de Fisher para los 28 loci polimórticos mostró una dife-
renciación altamente significativa entre las 1 1 localidades (X2=150.96; P<0.0001; g1=56). Dichos tests
exactos detectaron diferencias significativas (P<0.05) en las frecuencias de 7 marcadores (OP6^14-
139, OP6^ 14-248, OP6^ 14-279, OP6^ 14-800, OP6^ 15-22 7, OP6^ 15-247 y OP6^ 15-800), si bien sólo 4
(OPQ 14-139, OPQ 14-248, OP6^14-279 y OPQ 15-800) siguieron siendo significativos tras la corrección
de Bonferroni. La Figura 3 representa las frecuencias de esos marcadores. Se observa que en 3 de
ellos (OPQ14-139, OPQ14-248 y OPC-^14-279) la heterogeneidad está causada por la población de A
Garda mientras que en el cuarto (OP6^ 15-800) se debe a Creo.
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AB BA CR FO PC AG CE FI GR MA ME
Localidad
(c) 18
0
AB BA CR FO PC AG CE FI GR MA ME
Localidad
(d) ls
AB BA CR FO PC AG CE FI GR MA ME
Localidad
Figura 3.- Diferenciación genética y estructura de pobiaciones, Diferencias entre las poblacíones estu
en la frecuencía de cuatro marcadares: (a) OP^? l a-139, (bj QPQ i 4-248, (c) CaP^ 1^-279 y(d) OPE^ 15-8f^C
EI AMOVA reveló que casi un 93% de la varianza total era debido a diferencias entre individuos
dentro de las poblaciones; las diferencias entre grupos de localidades (costa abierta vs. ría) apenas
mostraron relevancia (un 1% de la varianza total) mientras que el 6% restante se debió a diferencias
existentes entre poblaciones dentro de los grupos (Tabla 4). EI grado de estructuración medio entre los
2 grupos de localidades fue muy bajo (^^T=0.01213) aunque significativo (P=0.021); el grado de es-
tructuración medio entre localidades dentro de los grupos también mostró un valor bajo estadística-
mente significativo (^^=0.05935; P<0.0001). Los análisis AMOVA para cada grupo de localidades
revelaron que la diferenciación entre poblaciones estaba ocasionada principalmente por las localida-
des de costa abierta (Tabla 4). Las diferencias entre esas localidades representaron algo menos del
10% de la varianza total y fueron altamente significativas (c^sT =0.09753; P<0.0001), mientras que, las
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diferencias entre las 5 poblaciones situadas en el interior de la ría constituyeron menos del 1% de la
varianza total y carecieron de significación estadística (^ST=0.00689; P=0.201).
Fuente de variación gl SC Componentes Porcentaje de Estadísticos cD Pde la varianza variación
Entre grupos 1 1 1.275 0.04009 1.21 cp = 0 01213 0.021(costa abierta vs. ría)
Entre poblaciones 9 62.351 0.19373 5.86
^T
.
c6 = 0 05935 <0.0001dentro de los grupos
Dentro de las 208 638 703 3 07069 92 92
s^ .
^ = 0 07076 0001<0poblaciones , . . ST . .
Entre poblaciones 5 48.300 0.33021 9.75 ^ = 0 09753 <0.0001de costa abierta
Dentro de poblaciones 114 348.350 3,05570 90 25
ST .
de costa abierta .
Entre poblaciones 4 14.051 0,02142 0.69 cp = 0 00689 0.201de ría
Dentro de poblaciones 94 290.353 3.08886 99,31
ST
.
de ría
Tabla 4.- Diferenciación genética y estructura de poblaciones. Anáiisis de ia varíanza molecular (AMOVA}
para 1 1 poblaciones de Nassarius retrculatus. i_a varianza se dividió en 3 categorias o fuentes de variación:
entre grupos, entre pobiaciones dentro de los grupos y entre indíviduos dentro de las poblacíones, Además, en
cado grupo se anaiizó de modo independíente la varíanza dentro y entre sus pablaciones. Abreviaturas; gl
(grados de libertad}, SC (suma de cuadrados), P(probabiiidad de obtener por azar una componente más
extremal,
Los valores c^ST entre pares de poblaciones (Tabla 5) muestran que A Garda constituye una enti-
dad genética distinta. Los estadísticos c^ST entre esta localidad y las restantes poblaciones oscilaron
entre 0.1808 y 0.2160, siendo en todos los casos altamente significativos (P<0.001). Los valores regis-
trados para Malpica y Mera también sugieren cierta diferenciación de estas localidades, si bien la
magnitud de sus estadísticos es menos del 50% de lo registrado para A Garda.
Dada la gran diferenciación entre A Garda y las restantes localidades, se repitieron los AMOVA
excluyendo dicha localidad para determinar su influencia sobre la estructura inferida (Tabla 6). Excluir
A Garda apenas afectó a las diferencias existentes entre grupos de localidades (1.21 % vs. 1.35%) aun-
que redujo considerablemente la variabilidad entre poblaciones (5.86% vs. 1.86%). De igual modo,
cuando únicamente se consideraron las poblaciones de costa abierta, excluir A Garda hizo que las 149
diferencias entre poblaciones se redujeran en más de la mitad (^10% vs. --3%), si bien la diferencia-
ción continuó siendo significativa (^ST=0.03075, P=0.0009).
AB BA CR FO PC AG CE FI GR MA ME
AB 0,1871 0.0051 0.5560 0.4649 0.0000 0.1910 0.1527 0.1221 0.0283 0,0057
BA 0.0154 0.1290 0.9977 0.6991 0.0000 0,6337 0.2910 0.1254 0.0001 0,0184
CR 0.0568 0.0205 0.41 bl 0.0523 0.0000 0.0826 0.1722 0.0025 0.0003 0.0000
FO -0.0044 -0.0362 0.0014 0.8247 0.0000 0.9884 0.7325 0.3234 0.0178 0.2679
PC 0.0005 -0.0087 0.0299 -0.0153 0.0000 0.3417 0.0993 0.0082 0.0005 0,0165
AG 0.2013 0.2160 0.2071 0.1808 0.2076 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
CE 0.0151 -0,0066 0,0254 -0.0302 0.0060 0.1954 0.8970 0.1126 0.0023 0.0972
FI 0.0178 0.0086 0.0165 -0.0113 0.0214 0.2031 -0.0186 0.3370 0.0197 0.1081
GR 0.0215 0.0205 0.0659 0.0060 0.0494 0.2134 0.0226 0.0060 0.1642 0.0242
MA 0.0371 0.0716 0.0793 0.0409 0.0852 0.1977 0.0573 0.0392 0.0164 0.0002
ME 0.0557 0.0422 0.0824 0.0095 0.0405 0.1918 0.0226 0.0221 0.0430 0.0861
iabla 5.- Diferenciación genética y estructura de poblaciones. i^;a#riz de valores pcir^vise ti^-- (diagonal inferior} y
respectivas,a-valores (diagonal superíor). ^os valores en negrita son significativos para un nivei de confianza del 95°ó tras la
corrección de Bonferroni para comparaciones múlfiples. Códigos de las iocalidades como en la Tabla 1.
Fuente de variación gl SC Componentes Porcentaje de Estadísticos ^ P
Entre grupos 1 8,414 0 04241 1 35 ^ = 0 01352 0160(costa abierta vs. ría)
Entre poblaciones 8 33.551
.
0 05822
.
1 86
^T .
d^ = 0 01882
.
0 003dentro de los grupos
Dentro de las 189 573, 703
.
3 03546
.
96 79
^ .
cp = 0 03209
.
<0 0001poblaciones . . sT . .
Entre poblaciones 4 19.500 094620 073 cD 03075= 0 00090de costa abierta
Dentro de poblaciones 95 283,350
.
982632
.
96 93
.ST .
de costa abierta . .
Tabla ó.- Diferenciación genética y estructura de poblaciones. Analisis de !a varíanza molecular (AMOVAI tras
^^cl^air ia locaiidad de A Gardo del conjunto de datos. Abre^;iaturas g! (grados de Eibertadj, SC (suma de
cUadradosj, P(prObabiiidad de obtener qor azar urla cOt1^qorer>te más extremal,
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EI Escalamiento Multidimensional no Métrico basado en distancias de Prevosti entre poblaciones
mostró resultados similares a los expuestos anteriormente (Fig. 4). EI coeficiente de estrés de Kruskal (i.e.
0.063) indicó que la ordenación en dos dimensiones representaba de un modo fiable las relaciones
entre poblaciones. A Garda exhibió una segregación clara mientras que las restantes localidades for-
maron un grupo único. No obstante, es posible inferir también cierta coherencia geográfica en la or-
denación de estas 10 localidades. Las poblaciones del interior de ría tendieron a presentar una posi-
ción central mientras que algunas localidades de costa abierta (Malpica, Mera y en menor medida O
Grove) se vieron desplazadas a los límites verticales del MST.
Figura 4.- Diferenciación genética y estructura de pablacianes.
Diagrama de Escaiamiento Mulfiidimensionai no Metrico en dos
dimensiones para 1 i poblaciones de Nc^ssarrus reticulatus. Ei análisis
fue Ilevado a cabo atendiendo a!as distancias genéticas (distancia
de Prevosti), Códigos de las poblaciones coma en tabla 1; los puntos
reiienos denotan localidades de costa abierta mientras que los
puntos vacíos indican aquéilas situadas en el interior de ria.
EI análisis de conglomerados UPGMA también mostró resultados coherentes con los anteriores
(Fig. 5). La única dicotomía con apoyo estadístico (bootstrap) fue la que separa A Garda de las restan-
tes muestras (87°/a). Las otras localidades formaron un único grupo donde todos los nodos presentaron
valores de bootstrap inferiores al 50%. De este modo, aunque el análisis sugiere que las localidades
de la ría tienden a agruparse juntas, no es posible establecer una relación clara con la distancia geo-
gráfica.
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Dendograma UPGM^1 basado en fas distancias genefiicas de
Prevostí para 11 poblaciones de Nassarius reticutatus. Los
números en fos nodos representan aquellos valores de bootstrap
^ 50 °•o (1000 pseudoréplicas).
La ausencia de un patrón geográfico obvio fue confirmada por el test de Mantel (Fig. 6). Ningu-
na de las relaciones establecidas entre la matriz de distancias genéticas (valores c^ST) y la de distancias
geográficas recibió apoyo estadístico. Incluso cuando alguna de dichas correlaciones mostró un re-
sultado próximo a la significación estadística (i.e, ambas matrices con valores transformados a escala
logarítmica, P<0.054), la relación entre ambas variables fue muy débil y tan sólo un 15% de las dife-
rencias genéticas pudieron explicarse en base a la distancia geográfica entre poblaciones (r=0.39).
Las relaciones tampoco mejoraron cuando la localidad de A Garda fue excluida del conjunto de da-
tos (resultados no mostrados).
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5. DISCUSIÓN
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5.1. CONECTIVIDAD DEMOGRÁFICA DE LAS POBLACIONES
Nuestro estudio reveló una divergencia estadísticamente significativa entre poblaciones del gas-
terópodo Nassarius reticulatus distribuidas a lo largo de la fachada atlántica del noroeste de la Penín-
sula Ibérica. Esta observación resulta en cierto modo inesperada para un organismo cuyo estadio lar-
vario planctónico dura 1-2 meses (Lebour 1931, Tallmark 1980). La relación entre duración de los pro-
págulos y distancia de dispersión establecida para otros invertebrados bentónicos marinos sugiere
que periodos larvarios similares deberían traducirse en distancias medias de dispersión que oscilan
entre los 30 y los 200 km por año (Shanks et al. 2003), un rango que fácilmente aseguraría la conectivi-
dad de las poblaciones estudiadas (donde la distancia máxima no superó los 300 km).
En el caso de otros invertebrados marinos, el hallazgo de niveles de diferenciación genética
igual de moderados se ha interpretado como un indicio de flujo genético restringido por retención de
larvas cerca de las poblaciones parentales (Heipel et al. 1998, Huang et al. 2000). Dicha retención
suele atribuirse tanto a condiciones hidrográficas locales como al comportamiento de las propias lar-
vas. Sin embargo, la idoneidad de tales argumentos en el presente estudio es debatible:
Determinadas pautas de conducta en las larvas de algunos organismos, como por ejemplo
migraciones cíclicas verticales, incrementan la probabilidad de asentamiento cerca de la po-
blación de origen, particularmente en el caso de estuarios sometidos a las fluctuaciones de las
mareas (Bilton et al. 2002). De igual modo, se sabe que las larvas que pasan su periodo ptanc-
tónico cerca del fondo se dispersan menos de lo que inicialmente cabría esperar en función de
su vida media (Shanks et al. 2003). No obstante, la limitada información disponible para las lar-
vas de Nassaríus retículatus proporciona poco soporte a los anteriores mecanismos. AI menos
en la zona de Plymouth, dichas larvas se encuentran restringidas a las capas más superficiales
de agua (i.e. 10 m, Fretter & Shale 1973), una observación que si también es aplicable a otras
regiones dentro del rango de la especie invalidaría el control de la profundidad como un proce-
so que limita la dispersión en este organismo.
La hidrografía costera podría ser una explicación alternativa más prometedora. En la Penínsuta
Ibérica predominan vientos del norte desde Marzo-Abril hasta Septiembre-Octubre, periodo en
el cuál tiene lugar la eclosión y desarrollo de las larvas planctotróficas de Nassarius reticulatus.
Estos vientos originan una corriente superficial de agua hacia el ecuador (30-40 km de anchura
y 50-100 m de profundidad) y un afloramiento a lo largo de la costa (Alvarez-Salgado et al.
2000). En principio, ese escenario debería promover un intercambio de larvas en la región. Sin
embargo, pese a que los vientos que predominan son del norte, la dirección de éstos es bas-
tante inestable a corto plazo. EI 66% de la variación total en la dirección de dichos vientos se
concentra en frecuencias temporales inferiores a los 30 días (Alvarez-Salgado et al. 2003). En
consecuencia, el movimiento de las aguas superficiales es mucho más complicado que un
simple desplazamiento hacia el sur. De hecho, tanto las medidas directas como los modelos
de simulación han mostrado que los cambios del viento pueden generar, en sólo 15 días, entra-
das y salidas cíclicas de las aguas superficiales entre las rías y la plataforma adyacente. Tal
hidrogra^ia cíclica podría limitar la dispersión de las larvas con independencia de su duración
en el plancton.
En una interpretación radicalmente diferente, la presencia de niveles bajos de subdivisión entre
poblaciones sin patrón geográfico obvio se ha intentado explicar como una consecuencia de varia-
ciones temporales y espaciales en la composición genética de las larvas reclutadas. Éste ha sido el
caso en gasterópodos (Johnson & Black 1982), equinodermos (Watts et al. 1990, Moberg & Burton
2000) o balanos (Hedgecock 1986). De acuerdo con esta hipótesis, denominada Chaotic (o Fluctua-
ting) Genetic Patchiness (Johnson & Black 1982), el flujo genético entre poblaciones sería alto pero la
reproducción se comportaría como una "lotería" donde el azar determinaría qué adultos se reprodu-
C^
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cen con éxito cada año (Hellberg et al. 2002). La variabilidad en el éxito reproductivo podría aumen-
tar con algunos rasgos del ciclo vital de las especies como una esperanza de vida elevada o presen-
cia de larvas con dispersión pasiva (Flowers et al. 2002). Es probable que dicha variabilidad caracteri-
ce también a Nassarius reticulatus. Los adultos pueden Ilegar a vivir más de una década (Tallmark
1980) y no se han descrito mecanismos activos para la dispersión de sus larvas. De hecho, varios estu-
dios (algunos de ellos desarrollados en regiones próximas al área de nuestro estudio) han mostrado
que en esta especie tanto el reclutamiento como las distintas clases de edad pueden exhibir grandes
variaciones de un año para otro (Tallmark 1980, Barroso & Moreira 1998). Tales diferencias en el reclu-
tamiento entre distintos años, junto con cambios temporales en la composición genética de las larvas
reclutadas, podrían explicar la variación genética espacial hallada en este estudio, incluso en un es-
cenario de elevado flujo genético. La existencia de diferencias genéticas temporales significativas
entre reclutas se ha visto con anterioridad en otros invertebrados marinos (equinodermos en Edmands
et al. 1996; bivalvos en Li & Hedgecock 1998; crustáceos en Johnson & Wernham 1999), incluso en
zonas costeras con un afloramiento intermitente comparable al que ocurre en el NO peninsular
(Moberg & Burton 2000). Sin embargo, no es fácil valorar en qué medida esta teoría es aplicable a
nuestros datos. Dicha hipótesis parece haberse atribuido mayoritariamente a especies con mayor ca-
pacidad reproductiva que N. reticulatus (Hellberg et al. 2002). Por otra parte, si bien cabe esperar que
este proceso deje huella en la composición genética de los reclutas recién asentados en la pobla-
ción (Hedgecock 1994), ello dificilmente puede comprobarse con muestras que, como las nuestras,
mezclan distintas cohortes. En definitiva, incluso si la hipótesis de Chaotic Genetic Patchiness pudiera
ser la causa del patrón de variabilidad genética encontrado en el NO de la Península Ibérica, los da-
tos disponibles no permiten aceptar o rechazar tal argumento de un modo concluyente. Ello requeriría
un trabajo donde el muestreo fuese diseñado específicamente para estudiar la diferenciación genéti-
ca entre distintas clases de edad o para comprobar la estabilidad o inestabilidad temporal del patrón
de divergencia geográfica en individuos recién reclutados (Moberg & Burton 2000, Lambert et al.
2003).
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Las estimas de los estadísticos pairwise ^ST de A Garda presentaron valores inusualmente eleva-
dos. Tal diferenciación parece estar provocada principalmente por unos pocos marcadores con fre-
cuencias elevadas en esta localidad. Otros estudios han encontrado resultados similares (i.e. elevada
diferenciación genética en muestras únicas), interpretándose frecuentemente como poblaciones ais-
ladas en localidades parcialmente confinadas (Heipel et al. 1998, Huang et al. 2000, Uthicke & Benzie
2001). Sin embargo, los individuos de Nassarius retículatus de A Garda se recolectaron en la parte más
externa de una pequeña bahía, un lugar bien conectado con mar abierto. Además, si bien esta loca-
lidad es la más meridional dentro del rango geográfico estudiado, no parece coincidir con ninguna
barrera biogeográfica que pudiera explicar la ruptura genética observada (Avise 1992). En definitiva,
con los datos disponibles no resulta posible proporcionar un argumento sencillo que explique la eleva-
da diferenciación genética de esta localidad. Tratándose de una sola observación, no es posible de-
terminar su verdadera relevancia al menos hasta que se vuelvan a encontrar niveles semejantes de
divergencia en el mismo lugar o poblaciones vecinas en futuros estudios.
5.2. LAS RÍAS GALLEGAS Y EL INCREMENTO DE LA DIFERENCIACIÓN GENÉTICA
EI presente estudio muestra que las poblaciones de Nassarius reticulatus del interior de la Ría de
Muros son genéticamente homogéneas. Parece razonabte esperar un flujo genético elevado entre
dichas localidades teniendo en cuenta las distancias geográficas entre ellas (5-25 km) y su confina-
miento en un cuerpo de agua relativamente aislado. Dichas poblaciones pueden por tanto conside-
rarse y gestionarse como una única unidad genética. Sin embargo, no se encontraron evidencias de
que estas poblaciones se encuentren particularmente aisladas de las situadas en la costa abierta ad-
yacente. EI AMOVA muestra que las diferencias entre grupos de poblaciones (costa abierta vs. ría) son
claramente menores que las diferencias entre poblaciones situadas en costa abierta. Es más, los indi-
viduos de Fisterra (a 20 km de la boca de la ría de Muros) son genéticamente indistinguibles de los del
interior de la ría. En definitiva, el presente trabajo muestra que si bien la Ría de Muros refuerza la homo-
geneidad de sus poblaciones, ésta no restringe sustancialmente el intercambio genético con las loca-
lidades cercanas situadas en costa abierta. Varios estudios han concluido que los estuarios limitan el 157
flujo genético con las zonas adyacentes. Sin embargo, esa conclusión está lejos de ser universal (Bilton
et al. 2002). La falta de consenso no resulta sorprendente. Sobre todo si se tienen en cuenta la amplia
variedad de estuarios y organismos que los habitan. Algunos estudios sugieren que los estuarios sí pro-
mueven una mayor subdivisión genética en especies con baja capacidad de dispersión (Watts &
Johnson 2004). Así mismo, los organismos que se encuentran limitados a la zona más interna de estos
ambientes pueden mostrar una mayor tendencia a seguir una estrategia de retención de larvas o
mostrar una menor probabilidad de migración fuera del estuario. Por tanto, tenderán a presentar más
diferenciación genética que las especies que habitan también la zona más externa (Bilton et al.
2002). Otros estudios han visto que una misma especie puede mostrar patrones de estructura diferen-
tes dependiendo del estuario en cuestión. Por ejemplo, en una revisión de estudios publicados, Watts
& Johnson (2004) encontraron que algunos peces australianos mostraban subdivisión de poblaciones
entre estuarios y localidades adyacentes en la costa oeste del continente pero no en la costa este.
Este hallazgo se relacionó con un mayor flujo y conectividad de los estuarios en esta última región.
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La falta de restricciones ai flujo genético entre poblaciones de Nassarius reticulatus de ría y
áreas costeras adyacentes encontrada en nuestro estudio no resulta por tanto sorprendente. No pare-
ce probable que las características de la especie incrementen la divergencia entre poblaciones de
estuario y poblaciones de costa abierta ya que se trata de un organismo eurihalino y con una capaci-
dad potencial de dispersión elevada. Por otra parte, la hidrografía de las rías gallegas está controlada
por afloramientos periódicos que fuerzan un desplazamiento hacia el exterior de sus aguas superficia-
les. Dicha hidrografía tampoco debería facilitar una limitación al flujo genético. Es más, los tiempos
medios de residencia del agua en las Rías Baixas se sitúan por debajo de los 15 días (Alvarez-Salgado
et al. 2000), periodos claramente inferiores a la vida media en el plancton de las larvas de este gaste-
rópodo (Lebour 1931, Tallmark 1980).
Los resultados de este estudio reafirman la idea de que el fomento de la diferenciación genéti-
ca en estuarios no es algo universal. Hacen falta más estudios que contemplen distintas variables bio-
lógicas y físicas. De hecho, algunos estudios han apuntado que incluso los fiordos (cuyas característi-
cas hidrográficas parecerían, en principio, facilitar claramente la divergencia de poblaciones) no son
capaces de impedir la migración hacia su exterior al menos en especies con desarrollo planctónico y
alta capacidad de dispersión (Perrin et al. 2004).
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1. INTRODUCCIÓN
En las últimas décadas, numerosas investigaciones científicas han dedicado un esfuerzo consi-
derable a fin de inferir la capacidad de dispersión de las especies marinas y delimitar a qué escala
espacial tiene lugar la conectividad demográfica de sus poblaciones. EI auge de estos trabajos es
debido, al menos en parfe, a sus numerosas aplicaciones prácticas: definición de stocks en pesquerí-
as comerciales (Thorpe et al. 2000, Castillo et al. 2004), control de plagas y especies invasoras (Stc^hr
et al. 2000, Roman & Palumbi 2004) o diseño de redes de áreas marinas protegidas (Botsford et al.
2003, Palumbi 2003).
La visión clásica sobre la estructura de poblaciones asumía que las especies marinas presenta-
ban una subdivisión menor que las especies continentales (dulceacuícolas o terrestres). Esta conjetura
se fundamentaba en ciertos rasgos de estos organismos y de su hábitat (Caley et al. 1996): (i) el me-
dio marino es homogéneo y carece de barreras a la dispersión; (ii) las especies marinas presentan
tamaños poblacionales relativamente grandes; y(iii) dichas especies suelen poseer una fase larvaria
que asegura la dispersión. EI advenimiento de las técnicas moleculares y su aplicación al estudio de
la conectividad de poblaciones ha revelado que la anterior generalidad muestra numerosas excep-
ciones (Grosberg & Cunningham 2001). Un número creciente de estudios ha puesto de manifiesto que
dicho medio aparentemente homogéneo presenta con frecuencia barreras crípticas de naturaleza
diversa que ocasionan retención de individuos y autoreclutamiento: canales de aguas profundas (e.g.
Bernardi 2000), cuerpos de agua más o menos aislados (e.g. Perrin et al. 2004), corrientes oceanográ-
ficas (e.g. Sotka et al. 2004), eventos de afloramiento (e.g. Waters & Roy 2004) o variaciones en distin-
tas condiciones abióticas (e.g. Riginos & Nachman 2001). En algunos estudios incluso Ilegó a concluir-
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se un comportamiento de las larvas mucho más activo de lo asumido previamente (e. g. Barber et al.
2002).
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Además, hoy en día está ampliamente aceptado que la estructura genética de muchos orga-
nismos no depende sólo de procesos actuales (migración o deriva genética). Muchos estudios han
mostrado que eventos históricos como las fluctuaciones climáticas del Pleistoceno también han teni-
do una profunda influencia sobre la distribución contemporánea de las especies y sus linajes. La ma-
yoría de esos estudios se han centrado en ecosistemas terrestres mientras que el medio marino sólo
ha comenzado a recibir una atención comparable en los últimos años. La información disponible
muestra que las glaciaciones han tenido consecuencias distintas a ambos lados del Océano Atlántico
Norte. Mientras que se han encontrado algunos patrones concordantes en las faunas del litoral ameri-
cano (Avise 1992, Wares & Cunningham 2001), tales modelos son aún escasos en el litoral europeo.
Tal disparidad entre las costas de ambos continentes podría ser debida a respuestas más complejas
de la fauna europea tras el retroceso de las capas de hielo o, alternativamente, una relativa ausencia
de estudios en esta área (Jolly et al. 2006).
Dentro del amplio abanico de técnicas moleculares disponibles para cuantificar la estructura
de las poblaciones, la secuenciación de fragmentos de ADN mitocondrial constituye una de las op-
ciones más valoradas. Ello es debido a las numerosas ventajas que ofrece (Moritz et al. 1987): (i) en
primer lugar, obtener secuencias permite resolver la variabilidad genética con la máxima resolución
posible; (ii) ciertas características del ADN mitocondrial, tales como su origen maternal y una tasa de
evolución relativamente rápida, hacen que esta molécula sea más adecuada que el ADN nuclear
para desvelar diferenciación a nivel poblacional; finalmente, (iii) como dichas secuencias constituyen
datos ordenados, es posible estudiar la filogenia intraespecífica e incorporar al análisis de la estructura
genética de poblaciones no sólo procesos actuales sino también históricos. Por otra parte, dentro de
la molécula de ADN mitocondrial no todas sus regiones han recibido igual atención. Muchos estudios
han utilizado secuencias del gen Citocromo c Oxidasa subunidad I(COI). La principal ventaja de este
gen es la existencia de un par de cebadores universales y robustos que han sido probados con éxito
en numerosas especies de invertebrados (Folmer et al. 1994). Otros aspectos valiosos de esta región
han sido profusamente discutidos por Hebert et al. (2003).
En el presente estudio se utilizan secuencias mitocondriales del gen COI de poblaciones euro-
peas del gasterópodo Nassarius reticulatus para investigar su estructura genética e inferir qué procesos
actuales e históricos la determinan. Puesto que reunir datos relativos a la estructura genética de pobla-
ciones de todas las especies resulta cuando menos costoso en términos de recursos y tiempo, se ha
recomendado emplear organismos modelo en este tipo de trabajos (Palumbi et al. 2003). Dichos or-
ganismos se caracterizan por carecer de valor económico o para la conservación pero, en contrapo-
sición, son fáciles de estudiar dada su abundancia. Además, la ausencia de valor económico elimi-
na, al menos en parte, el peligro de que la estructura inferida esté influenciada por la acción huma-
na. En este sentido, Nassarius reticulatus (L.) es un gasterópodo prosobranquio marino que no sólo ca-
rece de valor económico y para la conservación sino que también presenta otras características que
lo convierten en una especie particularmente útil en estudios de genética de poblaciones. Es un orga-
nismo común a lo largo de las costas atlánticas europeas, desde los archipiélagos de Canarias y Azo-
res hasta el norte de Noruega, también ha sido registrado en las costas de los mares Mediterráneo y
Negro (Fretter & Graham 1985). Puede así emplearse en estudios regionafes pero también en aquéllos
cuya finalidad es revelar patrones que actúan a una escala geográfica relativamente amplia, tanto
actuales (e.g, corrientes oceanográficas) como históricos (e.g. glaciaciones). Es especialmente abun-
dante en áreas del intermareal con sustrato blando y contenido elevado en materia orgánica, lo que
hace posible capturar a mano un número elevado de individuos, simplemente con la ayuda de un
cebo. Además, su amplia tolerancia a variaciones en la salinidad y temperatura (Eriksson & Tallmark
1974) permite mantenerlo en condiciones de laboratorio durante periodos de tiempo relativamente
largos. Finalmente, tanto su ciclo reproductivo como sus fases larvarias han sido descritas con detalle:
exhibe un ciclo reproductivo con un patrón estacional bien definido (Barroso & Moreira 1998), y su ca-
pacidad potencial de dispersión es elevada pues de las cápsulas bénticas eclosionan larvas velígeras
que forman parte del plancton durante 1-2 meses hasta la metamorfosis (Lebour 1931).
2. OBJETIVOS
17^
Los estudios de genética de poblaciones que han abarcado una fracción considerable de las
costas europeas se han centrado mayoritariamente en especies comerciales o invasoras: Mytílus spp.
(Sanjuán et al. 1996), Ostrea edulis (Launey et al. 2002), Pecten mc^ímus (Heipel et al. 1998) Paracen-
trotus lividus (Duran et al. 2004), Homarus gammarus (Triantafyllidis et al. 2005), Buccinum undatum
(Weetman et al. 2006), RaJa clavata (Chevolot et al. 2006), Solea solea (Exadactylos et al. 2003) o Cy-
clope neritea (Simon-Bouhet et al. 2006) entre otros. Las conclusiones de estos trabajos pueden verse
afectadas por la actividad humana al interferir ésta en los procesos naturales que gobiernan la estruc-
tura de poblaciones de dichas especies. Por ejemplo, el trasvase de individuos con fines comerciales
puede Ilevar a una sobre-estima de las tasas de conectividad entre poblaciones naturales, mientras
que la sobre-explotación de algunas poblaciones podría provocar una subestima de la diversidad
genética local. Por este motivo, en algunas ocasiones se ha Ilamado la atención sobre la necesidad
de Ilevar a cabo estudios con especies nativas y carentes de valor comercial (Jolly et al. 2005).
En el presente trabajo se utilizan secuencias mitocondriales del gen COI de poblaciones euro-
peas del gasterópodo Nassarius reticulatus para:
1. Investigar la conectividad demográfica de sus poblaciones a lo largo de una escala espacial
relativamente amplia (^1700 km).
2. Establecer qué procesos contemporáneos (presencia de barreras y características intrínsecas de
la especie) determinan su estructura genética.
3. Inferir la influencia de ciertos eventos históricos sobre la distribución actual de la especie y sus
linajes.
Este estudio es el primero en el que se secuencia el genoma mitocondrial de este gasterópodo.
3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1. ESCALA GEOGRÁFICA DEL ESTUDIO Y MUESTREO
Para cubrir, en la medida de lo posible, el rango geográfico actualmente aceptado de Nassa-
rius retículatus (Fretter & Graham 1994) se solicitaron muestras de individuos adultos a diversos científi-
cos afiliados a instituciones esparcidas a lo largo de las costas atlánticas y mediterráneas de Europa.
Finalmente, en el verano de 2005 se obtuvieron muestras de las 6 localidades resumidas en la Tabla 1
y la Figura 1.
Localidad Latitud Longitud n
Plymouth 50°23'60"N 04°07'00'1N 27
Brest 48°23'60"N 04°28'60"W 27
Santoña 43°26'29"N 03°27'27'1N 26
Fisterra 42°53'60"N 09°15'00'1N 27
Aveiro 40°37'60"N 08°45'00'^/V 27
Faro 37°O1'00"N 07°55'60'tiV 22
Tabla 1.- Escala geográfica del estudio y
muestreo. ^oorder ^adas yeográfícas y tamario
m^estral (nl de as localídades est^:diadas.
Los individuos se capturaron a mano o utilizando nasas, siempre con la ayuda de un cebo, y se
enviaron vivos al laboratorio en el menor tiempo posible. A su Ilegada se procedió a su procesamiento
y conservación. La concha se rompió con un torno y el animal se extrajo cuidadosamente de su inter-
ior. Tras varios lavados en agua destilada para eliminar restos de concha o sedimento, el pie se escin-
dió con un escalpelo estéril y se transfirió a un tubo eppendorf autoclavado con etanol 96%. Tras dos
semanas, se renovó el etanol de los tubos y las muestras se almacenaron hasta su uso.
AI igual que en nuestro anterior estudio utilizando Nassarius reticulatus y marcadores RAPD, se
optó por tejido del pie del animal para la extracción del ADN; si bien cualquier tipo de tejido poten- ^] 3
cialmente rendiría ADN en cantidad y calidad suficientes, gónada y glándulas digestivas conllevan
riesgo de contaminación cruzada por parásitos y microorganismos (Jiang et al. 1997, Kristensen et al.
1999).
Figura 1.- Escala geográfica del estudio y
muestreo. Situación de las localidades estudiadas
a lo largo de la costa atiantica europea.
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3.2 EXTRACCIÓN DEL ADN
La extracción del ADN se Ilevó a cabo utilizando la resina Chelex-100 (Bío-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, EE. UU.) (Walsh et al. 1991, Estoup et al. 1996). Este método es un procedimiento muy senci-
Ilo, que cuenta con un pequeño número de pasos y no implica múltiples transferencias a nuevos tu-
bos (todo el proceso es Ilevado a cabo en el mismo). Ello supone un ahorro económico y de tiempo,
y minimiza el riesgo de contaminación. Su fundamento reside en la capacidad de las microesferas
ionizadas de la resina para quelar iones metálicos polivalentes. En resumen, el procedimiento seguido
fue:
1. Una pequeña porción de tejido (^ 1 mm3) se depositó en un tubo eppendorf al cuál previamen-
te se le habían añadido 120 NI de una solución Chelex 10%. EI tubo se agitó suavemente y su
fondo se golpeó contra una superficie de modo que se arrastró todo el contenido a la parte
inferior.
2. La muestra así preparada se incubó a 95 °C durante 20 minutos. Cada 10 minutos se golpeó
nuevamente el fondo del tubo contra una superficie.
3. Tras la incubación se aplicó un breve vórtex (10 segundos).
4. Finalmente, se centrifugó la muestra a baja velocidad durante 30 segundos.
Los tubos resultantes, que contienen tanto el ADN extraído (sobrenadante) como proteínas des-
naturalizadas unidas a la resina, pueden guardarse a 4°C si su uso va a ser inmediato; un almacena-
miento más prolongado requiere temperaturas menores (-20 °C). En cualquier caso, no debe olvidar-
se que el ADN se encuentra en condiciones altamente alcalinas (pH 10-11) de modo que su degrada-
ción ocurrirá en un periodo de tiempo relativamente rápido. Por último, resulta conveniente Ilevar a
cabo una nueva centrifugación del extracto antes de su uso, asegurando así la ausencia de material
distinto al ADN en el sobrenadante.
3.3. AMPLIFICACIÓN POR LA REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Inicialmente, se amplificó una región de 710 pares de bases (bp) del gen mitocondrial COI utili-
zando los cebadores universales descritos por Folmer et al. (1994) (Tabla 2). Los componentes de la
mezcla de reacción y concentraciones de los mismos en un volumen final de 25 ^I fueron: 0.5 ^M de
cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2, 0.4 U de ADN Taq polimerasa (Bío-Rad iTaq
DNA Polymerase), tampón de i^R 1 x (1x Bio-Rad PCR buffer, compuesto por 200 mM Tris-HCI, pH 8.4 y
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500 mM KCI), 1 NI de extracto de ADN y agua desionizada (Milli-Q) estéril. EI volumen de extracto de
ADN a añadir se determinó a partir de una serie de amplificaciones preliminares en las cuáles se ensa-
yaron cantidades que oscilaron entre los 0.5 NI y los 10 NI; a raíz de estas experiencias preliminares se
comprobó que 1 NI de extracto producía una amplificación óptima. La reacciones se Ilevaron a cabo
en un termociclador Eppendort (Hamburgo, Alemania) y constaron de los siguientes pasos: 1 ciclo
inicial de desnaturalización a 95 °C durante 2 minutos seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C
(desnaturalización), 30 segundos a 45 °C (hibridación o annealing) y 1 minuto a 72 °C (extensión). Se
incluyeron controles negativos (todos los componentes de la reacción exceptuando el extracto de
ADN) durante todo el proceso con la finalidad de veríficar la calidad de los resultados.
Los productos resultantes de la amplificación se analizaron por electroforesis en geles de agaro-
sa 1.5% preparados en tampón TBE 1 x. Las condiciones de electroforesis fueron de 100 V durante 20
minutos; concluida ésta, el gel se tiñó por inmersión en una solución de bromuro de etidio (0.5 g/ml),
se expuso a la luz ultravioleta en un transiluminador y se fotografió. EI tamaño de los productos amplifi-
cados se determinó por comparación de las muestras con un marcador de pesos moleculares (100
base-pair ladder, Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, EE.UU.).
La reacción de amplificación resultó exitosa para todas las muestras excepto aquéllas proce-
dentes de la localidad de Plymouth. En consecuencia, se diseñaron un nuevo par de cebadores inter-
nos a los descritos por Folmer et al. (1994) con la ayuda del programa Primer3 (Rozen & Skaletsky
2000) (Tabla 2). Las principales variables a tener en cuenta cuando se diseñan nuevos cebadores son:
Tamaño del oligonucleótido. Cebadores demasiado cortos amplifican productos inespecíficos;
un tamaño recomendable oscila entre 18 y 30 nucleótidos.
Temperatura de fusión (Tm). Una de las variables más importantes y que determina la tempera-
tura de hibridación de la PCR (por regla general, 5-8 °C menor que Tm). Puesto que la reacción
de i^R requiere la presencia e hibridación de los dos cebadores, es necesario que las Tm de
ambos sean semejantes. EI cálculo exacto de Tm requiere una complicada fórmula termodiná-
mica pero una buena aproximación puede conseguirse aplicando la denominada fórmula de
Wallace (Tm = 2 (A+T) + 4(G+C)).
- Secuencias complementarias. Una homología parcial en las secuencias de los cebadores oca-
siona una hibridación ineficiente con el ADN molde (caso de complementariedad en la región
central de los mismos) o la formación de dímeros de cebadores (en el caso de complementa-
riedad en sus extremos 3"). Deben por tanto evitarse secuencias complementarias de más de
tres bases entre los cebadores. Del mismo modo, deben evitarse secuencias autocomplemen-
tarias que dan lugar a estructuras secundarias.
- Contenido G/C. Su importancia en la determinación de Tm ya ha sido expuesta. La temperatura
de fusión se incrementa con el contenido G/C de modo que una proporción elevado de estos
nucleótidos conlleva una mayor temperatura de hibridación y, en consecuencia, una mayor
especificidad entre cebador y molde. Además, temperaturas de hibridación elevadas favore-
cen ciclos más rápidos. Valores recomendables del contenido G/C oscilan así entre el 45% y el
55%.
- Secuencia 3' terminal. EI extremo 3" es determinante en el proceso de hibridación. Residuos de
G o C en el extremo 3' favorecen la estabilidad del híbrido cebador-molde debido al mayor
número de enlaces hidrógeno (abrazadera GC o GC clamp).
Cebodor Secuencia Tamaño del producto
1490 5'- GGT CTA CTA ATC ACA AAG AYA THG G -3' 710 bp
2198 5'- TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAR AAY CA -3' 710 bp
NasF 5'- AAC AGC TCA CGC TTT CGT AAT -3' 395 bp
NasR 5'- TGC CAA TAC AGG CAA AGA TAA A -3' 395 bp
TabEa 2.- Amplificación por la Reacción en Gadencz de (t^ Pa(ímerasa (PGR). (^dorr?bre de
los cebadores ^tilizados, sec;^encía de los misn ;os y tamarío del producto obtenido; 1490
y 2198 carresponden a los cebadores universales previamente descritos (Faimer et a!.
1994); NasF y NasR son cebadores internos a!os anteriares, diser^adfls en este estudio para
!a ampltificación específica de un fragmento dei gen COI en FVassar,"us reticulatus.
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3.4. PURIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS
Antes de proceder con la reacción de secuenciación, los productos resultantes de la amplifica-
ción deben purificarse eliminándose las cadenas sencillas de ADN (cebadores y productos incomple-
tos) y el exceso de nucleótidos (dNTPs). Un método sencillo para purificar productos de PCR destinados
a secuenciación directa es el que utiliza las enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) y Exonuclease I
(Exo) (Amersham Pharmacia Biotech Inc.). Para purificar un volumen de producto de 5{^I bastan 0.5 U
de SAP y 5 U de Exo. En las anteriores proporciones y a 37 °C durante 30 minutos, estas enzimas digie-
ren las cadenas sencillas de ADN (Exo) y convierten el exceso de dNTPs en dNMPs no reactivos (SAP); a
continuación deben eliminarse de la muestra, lo que se consigue elevando la temperatura a 80 °C
durante 15 minutos. Este procedimiento se Ilevó a cabo en el mismo termociclador usado para tas
reacciones de PCR.
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3.5. SECUENCIACIÓN DE LOS PRODUCTOS
La secuenciación automática que se Ileva a cabo rutinariamente hoy en día está basada en el
método enzimático de terminación de cadena propuesto por Sanger et al. (1977). En resumen, dicho
método consiste en:
1. EI ADN de doble cadena que se desea secuenciar es desnaturalizado.
2. A continuación, un cebador marcado radiactivamente y con secuencia complementaria a un
extremo del ADN molde se une a éste.
3. La mezcla constituida por los híbridos ADN molde-cebador se divide en cuatro submuestras y
cada una se somete a una reacción de extensión del cebador catalizada por una ADN polime-
rasa. Todas las mezclas de reacción Ilevan una elevada concentración de los cuatro deoxinu-
cleótidos necesarios para sintetizar el ADN (dA, dT, dC y dG); además cada una de las mezclas
contiene, en menor concentración, un único y distinto dideoxinucleótido (i.e. un nucleótido que
carece del grupo hidroxilo en el extremo 3').
4. La síntesis de ADN tiene lugar en las reacciones por incorporación de los deoxinucleótidos pero,
cuando un dideoxinucleótido es incorporado, la extensión no puede continuar (el nuevo nu-
cleótido no puede unirse a la cadena al carecer la última base de ésta del grupo hidroxilo ne-
cesario para el enlace).
5. Como consecuencia, en cada submuestra se producen fragmentos de la molécula de ADN de
distintos tamaños marcados radiactivamente; dentro de cada submuestra, la base del extremo
3' es siempre la misma (el correspondiente dideoxinucleótido).
6. Estos fragmentos se separan por electroforesis en un gel de poliacrilamida (cuatro líneas, una
por cada submuestra) y se visualizan por autoradiografía.
7. Finalmente, la secuencia de ADN es leída directamente sobre el gel.
Existen dos diferencias básicas entre el método original propuesto por Sanger et al. (1977) y la
secuenciación automática actual: (i) el marcaje radioactivo se ha sustituido por fluorescencia; lo habi-
tual es utilizar cuatro fluorocromos distintos, uno por cada dideoxinucleótido; de este modo, ya no re-
sulta necesaria la separación en cuatro submuestras; y(ii) el marcaje por fluorescencia ha permitido
que la detección se Ileve a cabo al mismo tiempo que la electroforesis, lo que permite analizar un
número mayor de nucleótidos pues pueden dejarse escapar del gel los fragmentos de menor tama-
ño que ya han sido detectados y registrados.
Puesto que en el presente trabajo sólo se contempló secuenciar cada individuo en una sola
dirección (i.e. forward o reverse), se realizaron unas pruebas preliminares para determinar cuál de los
dos cebadores rendía mejores resultados. Las secuencias fueron en su mayoría buenas para ambos y
se decidió continuar el trabajo con el cebador forward. Las reacciones de secuenciación se Ilevaron
a cabo utilizando el preparado comercial CEQrMDTCS Quick Start kít (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
EE.UU.) que contiene todos los componentes necesarios para la PCR de secuenciación
(dideoxinucleótidos fluorescentes, deoxinucleótidos, ADN polimerasa y tampón de reacción). Las reac-
ciones de secuenciación (20 NI) consistieron en: 4 NI de 6^uick Start Mix, 0.3 NI de cebador, 1^I de
tampón de reacción, 1 NI de ADN molde y 13.7 ^I de agua desionizada (Milli-Q) estéril. La reacción se
Ilevó a cabo en el termociclador antes citado con el siguiente perfil: un ciclo inicial de desnaturaliza-
ción a 96 °C durante 20 segundos seguido de 40 ciclos de 20 segundos a 50 °C (hibridación) y 4 mi- 179
nutos a 60 °C (extensión). Finalmente, las muestras se precipitaron en etanol (para eliminar los restos
de reactivos de la PCR de secuenciación) y se procedió a su lectura en un secuenciador automático
Beckman Coulter CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter).
3.6. ANÁLISIS DE DATOS
En una primera aproximación a los datos, los cromatogramas de todas las secuencias se revisa-
ron con el programa ChromasPro (www.technelysium.com) eliminando las secciones de fiabilidad
dudosa (i.e. extremos). A continuación, el conjunto total de secuencias se alineó con el software Clus-
ta1X (Thompson et al. 1997) utilizando la opción Alíneamiento múltiple con los parámetros establecidos
por defecto.
3.6.1. DETERMINACIÓN DEL MODELO DE EVOLUCIÓN DEL ADN
Dadas dos secuencias nucleotídicas cualesquiera, el modo más simple e intuitivo para calcular
la distancia entre ambas es computar el número de diferencias observadas. Sin embargo, puesto que
en cada posición existen sólo cuatro posibilidades (A, T, G o C), puede subestimarse esa distancia si
alguna o varias de esas posiciones han variado más de una vez. Los denominados modelos de evo-
lución o substitución del ADN se han desarrollado para corregir ese tipo de errores teniendo en cuenta
la existencia de cambios que no pueden observarse directamente. Entre los parámetros más utiliza-
dos para definir los distintos modelos de evolución del ADN destacan:
Probabilidad de cambio entre los distintos nucleótidos. Los modelos más sencillos asumen la
misma probabilidad para cualquier tipo de cambio (e.g. Jukes-Cantor, Jukes & Cantor 1969),
otros establecen diferencias entre transiciones y transversiones (e. g. Kimura 2-parameters, ^imu-
ra 1980) mientras que los más complejos contemplan hasta seis probabilidades distintas (e.g.
General Reversible Time Model, Tavaré 1986).
Frecuencia de cada nucleótido. Dado que para un organismo y gen particular la proporción de
los distintos nucleótidos no es siempre la misma (i.e. 0.25), algunos modelos tienen en cuenta
esas diferencias.
Variación en la tasa de sustitución entre regiones de la molécula. Los modelos más sencillos
asumen que la tasa de mutación es igual para todas las posiciones nucleotídicas. Esto puede
ser un problema en ciertas secuencias donde se ha observado una considerable heterogenei-
dad dependiendo de la región considerada (e. g. región control del ADN mitocondrial en algu-
nos vertebrados). Algunos modelos tienen en cuenta ese "comportamiento" diferencial entre
regiones de la misma molécula (e.g. Modelo de distribución gamma de Tamura-Nei, Tamura &
Nei 1993).
En las últimas décadas se han definido numerosos modelos de evolución del ADN, y uno debe
enfrentarse al problema de cuál aplicar a su conjunto de datos. Es probable que un incremento en el
número de parámetros ( i.e. un modelo más complejo) conlleve un mejor ajuste, pero ello no implica
que sea ésta la elección más realista. Así, dicha elección no debe fijarse simplemente en que el mo-
delo mejore la probabilidad de los datos sino que, además, debe tener en cuenta que la mejora sea
estadísticamente significativa dado el número de parámetros utilizados. Actualmente existen distintos
programas capaces de aplicar el anterior criterio de elección Ilevando a cabo, por ejemplo, pruebas
jerárquicas de verosimilitud. EI elegido en el caso del presente estudio fue Modeltest ver. 3. 7 (Posada
& Crandall 1998) que permite comparar 56 modelos y aplica dos criterios de elección: pruebas jerár-
quicas de verosimilitud (hLRI] y criterio de información Akaike (AIC).
3.6.2. ESTIMAS DE DIVERSIDAD GENÉTICA
La diversidad genética en cada población se caracterizó utilizando medidas clásicas para da-
tos haplotípicos: (i) número de lugares polimórticos o variables (S), (ii) número total de haplotipos (Ht) y
(iii) número de haplotipos únicos o haplotipos presentes en un único individuo (Hu). Estas medidas no
realizan ninguna asunción acerca de la biología de la especie, si bien es importante tener presente
que su valor depende del tamaño muestral.
También se calcularon los índices de diversidad haplotípica (Hd) y nucleotídica (^), así como sus
desviaciones típicas, utilizando el programa DnaSP ver. 4(Rozas et al. 2003). EI cálculo de la diversi- ^^ ^
dad haplotípica respondió a la fórmula Hd = 1- Ef;2, donde f; es la frecuencia del haplotipo i-ésimo en
la población (Nei 1987), mientras que la diversidad nucleotídica se calculó como el número medio de
diferencias nucleotídicas por lugar existente entre dos secuencias (Nei 1987).
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3.6.3. DIFERENCIACIÓN GENÉTICA Y ESTRUCTURA GEOGRÁFICA
La estructuración geográfica de las poblaciones y su flujo genético se investigaron por los pro-
cedimientos habituales en este tipo de estudios: Análisis de la Varianza Molecular o AMOVA (Excoffier
et al. 1992) y test de Mantel (Mantel 1967). Además, como las secuencias mitocondriales proporcio-
nan variación ordenada (i.e. informativa acerca de las relaciones genealógicas entre muestras), se
Ilevó a cabo una aproximación a la filogeografía intraespecífica por medio de una red haplotípica.
3.6.3.1. ANÁLISIS DE LA VARIANZA MOLECULAR (AMOVA) Y TEST DE MANTEL
EI fundamento de estos procedimientos se ha explicado con detalle en el anterior capítulo de
la presente memoria. Aquí sólo se puntualiza su aplicación al caso de los datos derivados del presente
estudio:
- EI Análisis de la Varianza Molecular se Ilevó a cabo utilizando el soflware Arlequin (Schneider et
al. 2000). La matriz de distancias se calculó usando el método de dos parámetros de Kimura
(Kimura 1980), identificado por Modeltest 3.7 como el modelo de sustitución del ADN con mejor
ajuste a nuestros datos. EI esquema de jerarquías aplicado consideró un único grupo de pobla-
ciones. La significación de los estadísticos c^ se calculó permutando haplotipos entre poblacio-
nes (10000 permutaciones). Del mismo modo, se calcularon estadísticos ^ para todos los posi-
bles pares de poblaciones y sus respectivas probabilidades.
- EI test de Mantel se Ilevó a cabo con el programa IBD ver. 1.52 (Bohonak 2002). La matriz de
distancias genéticas se construyó utilizando los valores ^ST entre pares de poblaciones mientras
que la matriz de distancias geográficas se elaboró tomando siempre la distancia más corta por
agua. EI método de regresión aplicado fue el denominado Eje Mayor Reducido (RMA, Reduced
MaJor Axis), puesto que se ha sugerido que resulta más adecuado que el método tradicional
basado en una aproximación de mínimos cuadrados (OLS, Ordinary Least Squares) cuando la
variable independiente se mide con error (Sokal & Rohlf 1995). La regresión se aplicó a las ma-
trices originales y, además, a todas las posibles combinaciones de matrices originales y matri-
ces con valores transformados a escala logarítmica. La significación estadística de las correla-
ciones se determinó con 10000 permutaciones aleatorias.
3.6.3.2. RED HAPLOTÍPICA
Cuando las secuencias de ADN mitocondrial muestran variación intraespecífica, la estructura
geográfica de las poblaciones se puede caracterizar utilizando una aproximación genealógica. En
primer lugar deben establecerse las relaciones genealógicas entre haplotipos. A continuación, se
puede proyectar la distribución geográfica de los haplotipos sobre dicha genealogía para finalmente,
inferir el patrón y grado de asociación entre estructura genealógica y geográfica (por ejemplo, si gru-
pos de haplotipos íntimamente relacionados se encuentran de modo consistente en la misma zona
geográfica, se puede invocar un flujo genético limitado como la explicación más sencilla).
Las aproximaciones filogenéticas convencionales basadas en modelos interespecíficos no resul-
tan útiles para reconstruir relaciones haplotípicas intraespecíficas pues en éstas últimas es posible la
existencia de reticulación, recombinación, multifurcación o persistencia de haplotipos ancestrales. En
estos casos, el uso de redes es más apropiado. Éstas no siguen un esquema estrictamente bifurcante
permitiendo la incorporación de ciclos y, por tanto, eventos como los antes expuestos. A pesar de
constituir un hallazgo relativamente reciente, se han desarrollado numerosos métodos para construir
redes haplotípicas (e.g. en base a aproximaciones de distancia, máxima parsimonia o máxima pro-
babilidad) (Cassens et al. 2003).
En el presente estudio, las relaciones genealógicas entre haplotipos se resolvieron construyendo
una red haplotípica con el programa Network 4.1.1.2 (Fluxus Engineering Suffolk, UK). Este soflware utili-
za el algoritmo de estimación de cladogramas median joining (MJ) (Bandelt et al. 1999), que combi-
na los principios de envergadura mínima (minimum spanning) y máxima parsimonia (maximum parsi- 183
mony). Como resultado se obtiene una red única donde se incluyen las topologías más parsimonio-
sas. Dicha red también informa acerca de la frecuencia y localización geográfica de cada haplotipo.
3.6.4. DEMOGRAFÍA HISTÓRICA
Cuando ocurre una expansión dentro del rango geográfico de una especie, las áreas recién
colonizadas generalmente portan sólo un subconjunto de los alelos presentes en el área original. En
esta situación es posible formular tres sencillas predicciones acerca de su estructura genética:
1. Las áreas recién colonizadas presentarán una diversidad genética menor que el área original
(Marko 1998).
2. Los alelos en el área colonizada se encontrarán anillados filogenéticamente dentro de la diversi-
dad de alelos del área original (Templeton 1998).
3. Un crecimiento poblacional elevado es más probable en las áreas recién colonizadas y ello
debe ocasionar una huella característica en su genealogía (Rogers & Harpending 1992).
En definitiva, la información relativa a la estructura geográfica de una especie puede también utilizar-
se para inferir alteraciones demográficas ocurridas en su pasado.
EI método más popular y extensamente utilizado en la literatura para inferir la historia demográfi-
ca de las especies se basa en la tercera de las anteriores predicciones. Rogers & Harpending (1992)
establecieron que la distribución del número observado de diferencias entre pares de haplotipos
(mismatch distribution) debía seguir un modelo gaussiano en poblaciones que han sufrido crecimien-
tos repentinos (reflejando un acúmulo de mutaciones junto con una pérdida mínima de linajes), mien-
tras que dicha distribución debía ser multimodal en poblaciones cuyo tamaño ha permanecido cons-
tante durante largo tiempo (consecuencia del acúmulo de mutaciones pero también de una pérdida
estocástica de linajes). Estos autores mostraron que la forma de la distribución mismatch también in-
formaba acerca de la época y magnitud de la expansión.
En el presente estudio, la historia demográfica de Nassarius reticulatus y la posible existencia de
^ 8 alteraciones pasadas en su rango geográfico se investigaron con el soflware Arlequin (Schneider et al.
2000). Este programa estima el ajuste entre la distribución mismatch observada y la distribución espe-
rada bajo el modelo de expansión súbita de Rogers & Harpending (1992); la inferencia de parámetros
demográficos como el momento de la expansión (^) se realiza en Arlequin de acuerdo con la modifi-
cación propuesta por Schneider & Excoffier (1999), i.e. asumiendo un modelo de sitios finitos (finite-
sites mode^ y tasas de mutación heterogéneas, lo que resulta en un análisis más realista si se compa-
ra con el método original que presupone un modelo de sitios infinitos (infínite-sites mode^.
Una segunda aproximación al estudio de la demografía histórica de Nassarius reticulatus se Ile-
vó a cabo aplicando el Test D de Tajima también implementado en Arlequin (Schneider et al. 2000). Si
bien dicho test ha sido utilizado tradicionalmente para medir desviaciones de la teoría neutral (Tajima
1989), también puede aplicarse para valorar la existencia de cambios históricos en el tamaño pobla-
cional. EI estadístico D de Tajima mide la diferencia entre el número de diferencias nucleotídicas ob-
servado entre dos secuencias tomadas al azar (^c) y el número de lugares polimórficos en dichas se-
cuencias (S). Bajo condiciones de equilibrio demográfico, ^ y S presentan el mismo valor y D es por
tanto igual a cero, mientras que desviaciones de dicho equilibrio ocasionan valores D positivos o ne-
gativos. Para el caso de una expansión del tamaño poblacional, cabe esperar un exceso de variantes
con baja frecuencia o, lo que es lo mismo, un valor negativo de D. La significación del test se valora
generando muestras aleatorias (10000) bajo la hipótesis de equilibrio poblacional.
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4. RESULTADOS
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4.1.- ESTABLECIMIENTO DEL CONJUNTO DE DATOS
Se obtuvieron un total de 156 secuencias a partir de las 6 poblaciones estudiadas. La amplifica-
ción con cebadores universales resultó completamente exitosa para 5 de las 6 poblaciones, y el ta-
maño de los fragmentos obtenidos (utilizando un criterio conservativo, i.e. eliminando los extremos de
fiabilidad dudosa) se situó en torno a 600 bp. No obstante, en la localidad de Plymouth sólo una de-
cena de individuos amplificaron ese fragmento y para incrementar el tamaño de muestra en esta po-
blación se Ilevaron a cabo las restantes amplificaciones utilizando un par de cebadores internos dise-
ñados específicamente en este estudio. En consecuencia, el tamaño final del fragmento estudiado
tuvo que reducirse desde los aproximadamente 600 bp obtenidos con los cebadores universales a los
395 bp obtenidos con los cebadores internos.
Tras el alineamiento, y puesto que no se detectaron fenómenos de inserción y/o deleción, la
longitud de las secuencias no sufrió alteración alguna. De este modo, todos los cambios observados
correspondieron a sustituciones puntuales y, pese a la sustancial reducción en el número de nucleóti-
dos como consecuencia del empleo de cebadores internos, se encontró un polimorfismo elevado:
42 posiciones (10.6%) presentaron variabilidad dando lugar a un total de 43 mutaciones (40 transicio-
nes y 3 transversiones) y 36 haplotipos (números de acceso en la base de datos GenBank: EF571446-
80 y EF599762).
De acuerdo con el número observado de transiciones y transversiones, el programa Modeltest
3.7 estimó que el modelo de evolución del ADN con mejor ajuste al conjunto de datos era el 2-
parámetros de Kimura (Kimura 1980). Este método tiene en cuenta que la probabilidad de que se pro-
duzca una transición (a,) es generalmente mayor que la de que ocurra una transversión (R), a pesar de
que cada nucleótido tiene dos posibles transversiones pero sólo una posible transición. De este mo-
do, la distancia corregida entre dos secuencias en base a este modelo es igual a d=[-1 /2 In (1 - 2P -
- Q)] -[1 /4 In (1-2^)], donde P y G2 son las frecuencias de las posiciones con transiciones y transversio-
nes respectivamente.
4.2.- DIVERSIDAD GENÉTICA
La composición haplotípica de las poblaciones estudiadas se resume en la Tabla 3. Aunque se
encontró un número elevado de haplotipos (36), 2 de ellos representaron aproximadamente el 66%
de los individuos muestreados mientras que los restantes estuvieron presentes en bajas frecuencias.
Así, 26 se hallaron en un único individuo, 4 estuvieron presentes en dos poblaciones (sólo 1 individuo
por población), otros 4 se encontraron en tres poblaciones (entre 1 y 4 individuos por población) y, los
2 restantes, los haplotipos dominantes, fueron compartidos por las seis localidades.
H1 H2 H3 H4 HS H6 H7 H8 H9 H10 Hu
Plymouth 0.556 0.259 0 0 0 0.037 0 0 0 0,037 0.111
Brest 0.407 0.296 0.037 0 0 0.037 0 0 0.037 0 0.185
Santoña 0.385 0.115 0.077 0.039 0.039 0 0 0 0.039 0 0.308
Fisterra 0.556 0.111 0 0.111 0.037 0.037 0 0 0 0 0.148
Aveiro 0.444 0.185 0 0 0.074 0 0.037 0.037 0 0.037 0.185
Faro 0.455 0.182 0.182 0.046 0 0 0.046 0.046 0 0 0.046
Tabia 3.- Diversidad genética. Frecuencias haplotipicas en b poc^laciones atianticas de Nassarius reticulatus;
H 1-H 10 representa aquellos haplotipos presentes en dos o más poblaciones; Hu es la frecuencia acumulada
de los haplotipos encontrados en un única individuo.
La tabla 4 recoge distintas estimas de diversidad genética para cada población: el número
total de haplotipos varió entre 14 (Santoña) y 7(Plymouth y Faro) mientras que el número de haplotipos
únicos osciló entre 8(Santoña) y 1(Faro). La diversidad haplotípica mostró valores entre 0.849 (±0.065)
en Santoña y 0.641 (±0.082) en Plymouth. Finalmente, el rango de valores registrado para la diversi-
dad nucleotídica fue de 0.0023 (Plymouth) a 0.0041(Santoña), lo que supone una divergencia media
por par de bases muy inferior al 1%.
^^%
Población S Ht Hu n x 10'Z (SD) Hd (SD)
Plymouth 7 7 3 0.23 (0.05) 0,641 (0.082)
Brest 12 10 5 0.32 (0.06) 0.764 (0.063)
Santoña 16 14 8 0.41 (0.08) 0.849 (0,065)
Fisterra 13 9 4 0.34 (0.12) 0.684 (0.094)
Aveiro 16 11 5 0.38 (0.08) 0, 781 (0.073)
Faro 6 7 1 0.25 (0.04) 0.753 (0.075)
Total 42 36 26 0.32 (0.03) 0.743 (0,033)
Tabla 4.- Diversidad genétíca. Estirr ^as de áiversldad
genética en ó poblaciones atlanticas de Nassarius reticulatus.
S: número de posiciones polimórficas; Ht: número de
haplotipos totales; Hu: número de haplotipos únicos; ;^
(desviación típica): diversidad nucleotídica; Hd (desviación
En los valores de la Tabla 4 parece adivinarse una tendencia a que las localidades situadas en
los extremos del rango geográfico estudiado presenten los valores más bajos de diversidad mientras
que éstos alcancen sus máximos para latitudes intermedias. Para describir la anterior asociación y va-
lorar su significación estadística se construyeron los correspondientes modelos polinomiales de segun-
do orden para cada estimador de la diversidad genética (Tabla 5).
Ecuación Variación SC gl F P r
Ht = -189.167 + 9.168 (lat) - 0.105 (lat2) Modelo 22.7692 2 2.72 0.2120 0.80
Residual 12.5641 3
Hu = -180.020 + 8.361 (lat) - 0.094 (lat2) Modelo 19.8206 2 3.96 0.1441 0.85
Residual 7.5128 3
Hd = -1.333 + 0.101 (lat) - 0.0012 (lat2) Modelo 0.0073 2 0,43 0.6833 0.47
Residual 0.0253 3
n = -0,056 + 0,003 (lat) - 0,00003 (lat2) Modelo 2.19* 10-6 2 10.51 0.0441 0.94
Residual 3.13*10'' 3
S = -362.430 + 17.261 (lat) - 0.197 (lat2) Modelo 80.9599 2 9.81 0.0483 0.93
Residual 12.3735 3
Tabla 5.- Diversidad genética. Relación entre diversidad genética (Ht, Hu, Hd, ;^ y S) y latitud (lat) en b
poblaciones de Nassarius reticulatus SC (suma de cuadrados), gl (grados de libertad), r(coeficiente de
correlaciónl.
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Sólo se estimaron valores estadísticamente significativos (i.e, p<0.05) para la diversidad nucleotídica
(^) y el número de lugares polimórticos (S). En ambos índices el modelo explicó aproximadamente un
87% de la variabilidad de los datos (Fig.2). EI ajuste de las ecuaciones para el número de haplotipos
totales (Ht) y el número de haplotipos únicos (Hu) fue pobre (p<0.25), mientras que la correlación di-
versidad haplotípica vs. latitud reveló los peores resultados con una p próxima a 0.6.
(x^ o °^
43 16
' -0 044
12
27
23 ^
37 40
. ^.
.^
'^.n S
10
8
p  .
r=0.94 14
43 46 49 52
Latitud
6
L
n
p=0.048
r=0,93
^
37 40 43 46 49 52
Latitud
Figura 2.- Díversídad genétíca. Representaciones graficas para la relacion diversidad genetica (diversiciaci nucieot^aica
;^, y número de lugares polímórficos, S) vs. iatitud en b poblaGones atlánticas de Nassarius retrculatus.
4.3.- DIFERENCIACIÓN GENÉTICA Y ESTRUCTURA GEOGRÁFICA
EI análisis de la varianza molecular (AMOVA) reveló que la práctica totalidad de la variación en
los datos estaba ocasionada por las diferencias existentes entre individuos dentro de las poblaciones
(99.99%). EI índice de fijación medio presentó de este modo un valor muy bajo, estadísticamente no
distinto de cero (^ST=0.00013, p=0.4276; Tabla 6).
Fuente de variación gl SC
Entre poblaciones 5 3.228
Dentro de poblaciones 150 96.507
0.00008
0.64338
P Estadístticos d^
0.01 0.4276 ^ST = 0.00013
99.99
Tabla ó.- [3iterencíación genétíca y estructura geográfica. Analisis cie !a varianza moiecular ;AMOVA) en ó
pob4aciones atlár^ticas de Nassarius retfculatus; gl (grados de iibertadJ, SC (suma de cuadrados), P
(^robabilidad de obtener par azar una camponente mas e^remaJ, <t>, ,(índice de fíjacíón analogo a F^;).
Componentes Porcentaje
de la varianza de variación
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Reflejando la ausencia de estructura genética, los estadísticos ^ST calculados para todos los
posibles pares de poblaciones presentaron valores bajos (entre -0.021 y 0.035) no significativos
(p>0.05). Sin embargo, un examen más detallado de los mismos mostró que el extremo superior de
su rango de valores se correspondía con el par de poblaciones más distantes (i.e. Plymouth - Faro),
siendo además dicho valor extremo estadísticamente distinto de cero para un nivel de significación
de 0.1 (Tabla 7).
Faro Aveiro Fisterra Santoña Brest Plymouth
Faro 0.991 1.238 1.191 1.290 1.153 0.984
Aveiro -0.008 1.501 1.413 1.542 1.394 1.208
Fisterra 0.010 -0.014 1.364 1.480 1.34ó 1.164
Santoña -0.017 -0.015 -0.011 1.628 1.450 1.277
Brest 0.013 0.002 0.017 -0,004 1.283 1.074
Plymouth 0.035* 0.002 0.023* 0.007 -0.021 0.910
Tabia 7.- Di#erencíacíón genética y estructura geográ#ica. Estadísticos cij; y
estimas de divergencia en 6 poblaciones atlantícas de Nassarlus retr'cuJatus:
número medio de diferencias entre poblaciones sobre la diagonal, número
rnedio de diferencias dentro de las poblaciones en la díagonal y estadísticos
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En concordancia con esa tendencia, el test de Mantel mostró un aislamiento por distancia signi-
ficativo. La correlación de las matrices de distancias genéticas y geográficas reveló que el modelo
explicaba aproximadamente un 37% de la variación de los datos (Tabla 8, Fig. 3). Este patrón signifi-
cativo no se vio modificado con las posibles transformaciones logarítmicas de las matrices, ni tampo-
co cuando los valores de diferenciación genética negativos fueron considerados iguales a cero (Tabla
8).
Como última aproximación al análisis de la diferenciación genética de poblaciones, se constru-
yó una red haplotípica donde se representaron tas posibles relaciones genealógicas entre haplotipos,
así como sus IocaliZaciones geográficas y frecuencias (Fig. 4). AI igual que en el AMOVA, no se obser-
vó estructuración geográfica de las poblaciones (i.e. clados privados de haplotipos). Los dos haploti-
pos con mayor frecuencia difirieron entre sí en una única sustitución y presentaron una posición central
dentro de la red; los restantes haplotipos estuvieron, por lo general, íntimamente ligados a los dos an-
teriores (1-2 pasos mutacionales). En consecuencia, el cladograma presentó un patrón típico con for-
ma de estrella.
Matriz 1 Matriz 2 a b r p-valor
DISTGEN DISTGEO -0,0324 3.791 * 10-5 0.6042 0.022
DISTGEN Log (DISTGEO) -0.1995 0.06933 0,6146 0.017
Log (DISTGEN) DISTGEO -5.170 2.487*10^3 0.5845 0.015
Log (DISTGEN) Log (DISTGEO) -16.13 4.548 0.6049 0.008
DISTGEN* DISTGEO -0,0148 2.483* 10-5 0.5865 0.034
DISTGEN* Log (DISTGEO) -0.1243 0.04541 0.5307 0.027
Tabla 8.- Diterenciacíón genética y estructura geográfica, Regresiones entre
las matríces de distancias genétícas (DISTGEN) y ias matnces de distancias
geográficas (DISTGEfl): DiSTGEN* indica que los valores <I>. negativos fueron
considerados iguales a cero; o y b corresponden a los pararnetros de la
ecuación x=- a^ by, donde x es la distancia genética e y es ia distancia
geográfica r es el coeficiente de correlación; ios p-vaiores se obtuvieron tras
10000 oermutaciones aleatorias.
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secuencias COI observadas. Cada naplotipu es representado por un circulo y su área es proporcional ai n^mero de individuos
en los cuáles el hap;otipo fue hailado; los haplotipos compartidos san representados aomo diagramas de frecuencias. Los
números corresponden a ias posiciones mutacionales en el fragmento estudiado (395 bp).
4.4 DEMOGRAFÍA HISTÓRICA
EI ajuste de las distribuciones mísmatch observada y esperada bajo el modelo de expansión
súbita de Rogers & Harpending (1992) fue muy bueno (Fig.5). De acuerdo con el anterior análisis, el
estadístico D de Tajima mostró un valor significativamente negativo (D=-2.48, p<0.001). Dicho valor
negativo puede interpretarse como un exceso de variantes con baja frecuencia, consistente con una
expansión del tamaño poblacional. Una tercera evidencia de la existencia de una expansión demo-
gráfica en las poblaciones atlánticas de Nassaríus reticulatus puede encontrarse en el patrón de la
red haplotípica (ver apartado 4.3. y Fig. 4). La red haplotípica presenta forma de estrella que refleja la
existencia de un número elevado de haplotipos con bajas frecuencias, consistente con la estima de
la D de Tajima.
Diferencias entre pares de haplotipos (%)
^^C.^tS,t.^ ^? ,^t':.'RY # 5'.`.'^§ , ?"á '`;:,,3 . .. , . .. -^ . .
distribuciones mrs^^atcr? observada v esoprada baio ^^ rY^odeio de
expansión súbíta.
Puesto que los datos de secuencias COI apuntaban de modo consistente la existencia de una
expansión en el rango geográfico, se utilizó la distribución mismatch para determinar el tiempo trans-
currido desde dicha expansión. Rogers & Harpending (1992) establecieron que la cresta de la distribu-
ción mismatch (^j se relaciona con el tiempo transcurrido desde la expansión (T) del siguiente modo:
^= 2uT, donde u es la tasa de mutación del fragmento estudiado. Como no se encontró en la litera-
tura ningún reloj molecular para Nassarius u otro gasterópodo íntimamente relacionado, se utilizó para
el cómputo del parámetro u una tasa de divergencia de secuencias de 2.4% por millón de años (i.e.
una tasa de mutación de 1.2 10^8 sustituciones por par de bases y por año) calculada a partir del lo-
cus COI de los gasterópodos marinos Tegula viridula y Tegula verrucosa (Hellberg & Vacquier 1999j; de
este modo, el valor de u fue establecido en 395 x 1.2 10-8 = 4.74 10-6. EI valor de ^ se obtuvo a partir
de Arlequín que utiliza para su estimación una aproximación de mínimos cuadrados no lineal
r^ 7
^
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(Schneider & Excoffier 1999); dicho valor fue igual a 1.26. Así pues, la época en la cuál ocurrió la ex-
pansión a lo largo de las costas atlánticas fue estimada en hace aproximadamente 133000 años.
Aunque los intervalos de confianza para el valor de ^ fueron muy amplios (bootstraping con 10000
repeticiones), en todos los casos el límite inferior de T se mantuvo considerablemente alejado del últi-
mo máximo glacial acontecido hace unos 20000 años (Tabla 9).
IC T T
IC 99% 0.400 42000
1.607 169500
IC 95% 0.583 61500
1.515 160000
IC 90% 0.702 74000
1.465 154500
Tabla 9.- Demografía his#órica.
Intervalos de con[íanza (iC, dei
pcrĉ^me^ro z de la d stribucion rr,rsmatc:h
y de las uorrespondientes estímas deí
tiempo Transcurr do desde la expansíon
(T, en ar^os).
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5. DISCUSIÓN
5.1. CONECTIVIDAD DE LAS POBLACIONES
EI desarrollo ontogénico de las especies se considera un factor determinante de la estructura
genética de sus poblaciones. Los gasterópodos marinos constituyen un grupo muy útil para cuantificar
la importancia relativa de este factor pues exhiben un amplio abanico de posibilidades: desde espe-
cies con desarrollo directo hasta otras con larva planctotrófica capaz de sobrevivir en la columna de
agua varios meses y, entre ambas, especies con larva lecitotrófica de duración más o menos efíme-
ra. Resulta incluso posible encontrar distintos modos de desarrollo entre especies de un mismo género.
Varios estudios han comparado la estructura genética de gasterópodos congéneres a lo largo del
mismo rango geográfico asumiendo que el modo de desarrollo es la principal diferencia entre ellos
(Janson 1987, Hoskin 1997, Kyle & Boulding 2000, Collin 2001). Tanto estos trabajos como los basados
en otros grupos taxonómicos han encontrado un buen ajuste entre la conectividad de las poblaciones
y el potencial de dispersión de sus propágulos (Bohonak 1999). Los resultados del presente estudio
también concuerdan con esa visión general. EI análisis de secuencias mitocondriales del gen COI en
6 poblaciones atlánticas del gasterópodo Nassarius reticulatus, cuya larva planctotrófica vive hasta
dos meses, muestra una estructura poblacional débil y estadísticamente no significativa en una escala
geográfica de más de 1700 km. Tres evidencias respaldan esta afirmación: (i) un índice de fijación
total ^ST bajo y no significativo (0.00013); (ii) unos valores de ^ST entre pares de poblaciones también
bajos y no significativos (de -0.021 a 0.035); y(iii) ausencia de asociación entre la distribución de los
haplotipos y su localización geográfica. La concordancia entre el presente trabajo y la literatura no es
únicamente cualitativa. También concuerda la magnitud de la estructura, ya que los valores del índi-
ce de fijación estimados en este estudio son semejantes a los medidos previamente en otros gasteró-
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podos marinos utilizando marcadores mitocondriales. Por ejemplo, el estudio de ocho poblaciones de
Littorina scutulata a lo largo de la costa oeste de Norte América mostró que un 99% de la varianza
genética era atribuible a las diferencias entre individuos dentro de las poblaciones (Kyle & Boulding
2000); de igual modo, más del 99% de la varianza genética ocurría dentro de las poblaciones de Ne-
ríta atramentosa en la costa suroeste de Australia (Waters et al. 2005). Así mismo, también se encon-
traron niveles de flujo genético elevados en Littorina brevicula a lo largo de la costa coreana, un resul-
tado sorprendente dada la subdivisión de dicha costa en cuatro regiones caracterizadas por distintas
corrientes oceánicas ( Kim et al. 2003).
A pesar de lo anterior, es importante matizar que la existencia de una fase con alto potencial
dispersivo en el ciclo de las especies no asegura un flujo genético elevado (ni siquiera moderado) en-
tre sus poblaciones. EI espacio físico que ocupan dichas poblaciones puede influir de modo decisivo
en su estructura. Así, cada vez hay más ejemplos de especies que, a pesar de presentar un elevado
potencial de dispersión, muestran estructuras genéticas significativas como consecuencia de barreras
físicas que interrumpen el flujo genético entre sus poblaciones. Tales barreras incluyen, entre otros, co-
rrientes oceanográficas (Wares et al. 2001, Bernal-Ramírez et al. 2003, Star et al. 2003, Sotka et al.
2004), cuerpos de agua más o menos aislados (Pannacciulli et al. 1997, Skdld et al. 2003, Perrin et al.
2004), y canales de aguas profundas (Bentzen et al. 1996). EI hallazgo de un flujo genético elevado
entre las poblaciones de este trabajo sugiere que esas barreras físicas no están presentes en el área
geográfica estudiada. Dicha ausencia de barreras físicas en esta área costera también se ha conclui-
do en estudios previos (Sanjuán et al. 1996, Duran et al. 2004, Triantafyllidis et al. 2005). De hecho, la
literatura sugiere que las principales barreras al flujo genético a lo largo de las costas del sur de Europa
podrían situarse en el Canal de la Mancha (Luttikhuizen et al. 2003, Roman & Palumbi 2004, Jolly et al.
2005) y el Estrecho de Gibraltar (Sanjuán et al. 1996, Pannacciulli et al. 1997, Roman & Palumbi 2004),
límites norte y sur, respectivamente, de este estudio. De este modo, resultaría interesante ampliar el
rango geográfico del presente trabajo para cuantificar la importancia relativa de esas barreras para
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nuestra especie y la capacidad de organismos con elevado potencial de dispersión como el estudia-
do por nosotros para sobrepasarlas.
Finalmente, es necesario destacar que la existencia de flujo genético y conectividad entre po-
blaciones no depende sólo de la dispersión (í.e. presencia de una fase con elevada movilidad y au-
sencia de barreras físicas o, en su defecto, capacidad de dicha fase para superarlas). También re-
quiere la supervivencia de los individuos inmigrantes hasta la reproducción y la contribución con su
progenie a las siguientes generaciones. Dentro del rango de una especie, los cambios en las condi-
ciones abióticas (e.g. temperatura y salinidad) pueden hacer que el hábitat sólo sea adecuado para
poblaciones adaptadas localmente. En estos casos, el flujo genético neto puede ser nulo incluso a
pesar de la Ilegada de individuos inmigrantes, al verse reducida la viabilidad de éstos en la nueva po-
blación. Así, un estudio con poblaciones de Axoclinus nígricaudus del Golfo de California (un pequeño
pez de arrecifes rocosos) reveló una diferenciación genética importante que se relacionó con un
cambio abrupto de las características ecológicas del medio (incluyendo temperatura y salinidad). De
nuevo en este punto las características de Nassarius reticulatus apoyan nuestros resultados. Puesto que
este gasterópodo muestra una alta tolerancia al estrés ambiental (Eriksson & Tallmark 1974), su proba-
bilidad de supervivencia tras un evento de dispersión debe ser mayor que la de especies con requeri-
mientos ambientales más severos (e.g. Wilke & Davis 2000).
A pesar de la ausencia de una estructura genética total significativa, el análisis de la relación
entre el aislamiento genético y la distancia geográfica mostró una sorprendente relación positiva signi-
ficativa. Dicha relación sugeriría que el flujo genético entre las poblaciones se encontraría de algún
modo restringido y que no puede aceptarse la idea de una panmixia absoluta. La discrepancia entre
ambos análisis (í.e, estadísticos ñ^ST frente a la asociación diferenciación genética y distancia geográfi-
ca) podría estar relacionada con su robustez estadística. Tal y como demostró Waples (1998), no es
posible distinguir con fiabilidad estadística una diferenciación genética total muy pequeña (e.g, del
orden del 1%, como la estimada en nuestro estudio) del ruido de fondo inherente a este tipo de esti-
mas. En tales casos, se ha sugerido que precisamente el uso de una aproximación basada en el aná- 197
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lisis del aislamiento por distancia (nuestra segunda aproximación en el análisis de datos anterior) pue-
de proporcionar un mayor poder estadístico (Palumbi et al. 2003). Además, también se ha sugerido
que dicho análisis podría facilitar un marco ecológico más adecuado para interpretar la distancia de
dispersión de las especies en una escala de tiempo ecológica frente al método tradicionalmente em-
pleado para inferir el flujo genético (i.e. Nm o número de migrantes por generación) (Palumbi 2003).
Por medio de simulaciones del modelo de dispersión propuesto por Palumbi (2003), ^inlan & Gaines
(2003) estimaron una función altamente robusta que relaciona la distancia media de dispersión (d)
con la pendiente de dicha relación (p): d=0.0016(p) -^ ^ooo^ De acuerdo con esa función, los datos
recogidos en nuestro trabajo sugieren una distancia media de dispersión para las larvas de Nassarius
reticulatus de 70 km (este valor no mostró una variación considerable cuando la pendiente se recal-
culó considerando los valores ^ST negativos iguales a cero: 1 10 km). Dicha estima parece razonable
por varios motivos:
- Es coherente con las estimas obtenidas por métodos directos (i.e. observaciones de la distribu-
ción espacial de las larvas, observaciones de frentes de invasión o estimas experimentales de
dispersión). EI valor inferido para larvas velígeras planctotróficas de Littorina littorea, con una vida
en el plancton de aproximadamente un mes, es de 42±40 km. También se obtienen valores
semejantes en otros grupos taxonómicos con duración larvaria similar (e.g. 33-130 km para las
larvas del pez Lutjanus kasmira que duran 25-47 días, 63 km para las de Carcinus maenas con
una duración de 80 días) (recopilado en Shanks et al. 2003)
- EI valor obtenido en el presente estudio también es coherente con las estimas indirectas obteni-
das por Kinlan & Gaines (2003) para un amplio rango de invertebrados marinos utilizando el mis-
mo método. Estos autores revisaron numerosos trabajos publicados con patrones de aislamiento
por distancia significativos estimando las distancias medias de dispersión en base a la pendien-
te de dicha relación. En el caso de gasterópodos, obtuvieron valores entre ^0.5 km y 16 km
para especies con desarrollo directo mientras que dicho rango se situaba entre ^20 km y 140
km para especies con larvas con capacidad de dispersión.
Una dispersión media de ^70 km es coherente con los resultados obtenidos para la especie
utilizando marcadores RAPDs a lo largo de la costa gallega (NO Península Ibérica). En este traba-
jo no se obtuvo ningún patrón geográfico obvio a lo largo de 300 km (Capítulo anterior de la
presente memoria, Barreiro et al. 2006).
Una relación significativa entre diferenciación genética y distancia geográfica es el resultado de
un equilibrio entre deriva genética y migración. Tanto eventos históricos como cambios temporales en
la magnitud del flujo genético pueden alterar y/o invalidar esa relación. En el presente estudio, el tiem-
po transcurrido desde la supuesta expansión demográfica (decenas a centenas de miles de años,
apartado 4.4.) sugiere que dicha pendiente debería encontrarse en equilibrio: parece entonces im-
probable que el anterior análisis sobre la capacidad de dispersión esté afectado por dicha expansión.
5.2. DEMOGRAFÍA HISTÓRICA
EI rango geográfico de muchos organismos sufrió repetidas fluctuaciones de considerable mag-
nitud durante los ciclos climáticos del Pleistoceno. EI estudio del registro fósil ha proporcionado eviden-
cias directas de dichas fluctuaciones observándose que, por lo general, guardaron una relación con
la latitud. Dado que las condiciones climáticas del planeta han permanecido relativamente constan-
tes desde el final del Pleistoceno, la distribución actual de muchas especies y sus linajes debe reflejar
los procesos acontecidos tras su última glaciación (con máximo hace ^20000 años). Esto es, expan-
siones demográficas hacia el norte acompañando el retroceso de las capas de hielo y, en conse-
cuencia, descenso de la diversidad genética con el incremento de la latitud (Hewitt 2000, Hewitt
2004). Con el advenimiento de las técnicas de secuenciación de ADN y el desarrollo del campo de la
filogeografía, el número de estudios acerca de la impronta de tales procesos históricos sobre la distri-
bución actual de las especies se ha incrementado exponencialmente, proporcionando buenos ejem-
plos del cumplimiento de las anteriores predicciones (revisado en Hewitt 1999, Hewitt 2000, Hewitt
2004).
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En el presente estudio, las secuencias del gen COI también revelaron información sobre la histo-
ria de las poblaciones de Nassarius reticulatus. La existencia de una expansión demográfica es apo-
yada por tres evidencias: (i) el ajuste entre la distribución mismatch observada y esperada bajo el mo-
delo de expansión súbita (Rogers & Harpending 1992); (ii) un valor significativamente negativo del esta-
dístico D de Tajima; y(iii) una red haplotípica en forma de estrella. Resultados similares en estudios pre-
vios, realizados con una amplia variedad de organismos y regiones geográficas, también se han inter-
pretado como la huella genética de una expansión poblacional histórica (e.g. Uthicke & Benzie 2003,
e.g. Duran et al. 2004, McMillen-Jackson & Bert 2004, Perrin et al. 2004, Provan et al. 2005).
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Nuestros datos sugieren que la explosión demográfica ocurrió hace ^ 133000 años. Como es
habitual en el análisis de la distribución mismatch, la estima del tiempo acontecido desde la expan-
sión mostró una variabilidad sustancial. En todo caso, a la luz de los datos obtenidos, parece improba-
ble que ésta tuviera lugar tras el último periodo glacial. Esta afirmación toma mayor fuerza si se tiene
en cuenta, además, que la estima proporcionada se basa en una tasa de divergencia calculada por
medio de una calibración itsmiana (Hellberg & Vacquier 1999) y que una recalibración más reciente
usando el registro fósil sugiere que podría estar sobrestimada en un 40% (Marko 2002). Si dicha sospe-
cha fuese cierta, la época inferida para la ocurrencia de la expansión demográfica podría estar inclu-
so más alejada del último periodo glacial.
Otros estudios recientes también sugieren que muchas especies marinas (al menos en el no-
roeste europeo), a diferencia de la mayoría de las especies terrestres, podrían haber experimentado
expansiones demográficas anteriores al último máximo glacial (Chevolot et al. 2006). Los ejemplos
incluyen equinodermos (Duran et al. 2004), poliquetos (Jolly et al. 2006), rodófitas (Provan et al. 2005) y
peces (Gysels et al. 2004, Chevolot et al. 2006). En los tres primeros casos se ha estimado que tales
expansiones habrían ocurrido tras la penúltima glaciación (Saaliense) cuyo final ha sido datado hace
^ 140000 años (Svendsen et al. 2004), mientras que en el grupo de los peces las inferencias se remon-
tan incluso más atrás y se sitúan en los anteriores periodos interglaciares (i.e. Holsteiniense: 200000-
300/380000 BP y Cromeriense: 400000-750000 BP). Nuestros resultados concuerdan entonces con lo
estimado para otros invertebrados bentónicos y macroalgas marinas, y refuerzan la percepción de
que el penúltimo máximo glacial podría haber representado una influencia mayor que la última gla-
ciación en la demografía de estos organismos. Esta mayor influencia se relacionó con diferencias en
las condiciones climáticas de ambos periodos (Jolly et al. 2006). De hecho, la glaciación Saaliense
parece haber determinado uno de los periodos más severos del Cuaternario (Svendsen et al. 2004).
La relación entre diversidad genética y latitud tampoco parece ajustarse a las predicciones clá-
sicas establecidas para la historia postglacial de los organismos. Los patrones de diversidad genética
han servido para inferir rutas de colonización a escala oceánica. Por ejemplo, invasión de la costa
este americana desde el Pacífico (Olsen et al. 2004) o invasión de dicha costa desde Europa (Wares &
Cunningham 2001). Sin embargo, a escala regional, el supuesto patrón de descenso de la diversidad
genética con el incremento de la latitud constituye una excepción, al menos en organismos marinos,
y sólo se han encontrado algunos ejemplos para crustáceos (McMillen-Jackson & Bert 2004) y peces
(Gysels et al. 2004). Así pues, nuestros resultados también concuerdan con lo ya establecido para
otras especies costeras. Entre las causas sugeridas para explicar la ausencia del anterior patrón en la
mayoría de los estudios marinos se incluyen: (i) elevados niveles de flujo genético en muchas especies
(Gysels et al. 2004) y(ii) gran complejidad de rutas de recolonización desde múltiples refugios glacia-
les, algunos situados en latitudes "anómalas" (Provan et al. 2005, Jolly et al. 2006).
La relación observada entre diversidad genética y latitud en Nassaríus reticulatus parece ajustar-
se a un modelo unimodal. Las mayores estimas de diversidad se midieron en las costas del norte y
noroeste de la Península Ibérica mientras que los valores más bajos se situaron en el sur de las Islas
Británicas y el sur de Portugal. La posible existencia de poblaciones refugio en tas costas del norte y
noroeste de la Península Ibérica concordaría con las predicciones hechas para organismos costeros
del atlántico europeo (Coyer et al. 2003, Chevolot et al. 2006) pues durante los periodos glaciales las
capas de hielo se extendieron aproximadamente hasta el Golfo de Vizcaya (Svendsen et al. 2004). Los
datos obtenidos con otras especies del intermareal atlántico sugieren que dichas poblaciones refugio
se situaron en latitudes algo más altas, i.e. costas de la Bretaña francesa y del Canal de la Mancha ^0^
(Coyer et al. 2003, Olsen et al. 2004, Provan et al. 2005). Sin embargo, tal discrepancia podría estar
relacionada con los óptimos térmicos de las especies implicadas, ya que a diferencia de N. reticula-
tus, los tres ejemplos anteriores corresponden a especies típicas de zonas templado-frías. Un resultado
más conflictivo es la aparente atenuación de la diversidad genética hacia el sur, si bien esta situación
tampoco constituye una excepción en la literatura. Se ha descrito un patrón semejante para algunas
especies de algas y fanerógamas marinas, atribuido a la presencia de poblaciones genéticamente
empobrecidas en los límites de su rango de distribución (Coyer et al. 2003, Olsen et al. 2004). Tal expli-
cación parece no obstante difícilmente aplicable a nuestro caso ya que el rango actualmente acep-
tado de la especie incluye las costas de los mares Mediterráneo y Negro. Sin descartar un posible arte-
facto de los datos, una explicación alternativa para esta atenuación podría ser la postulada por Hewitt
(1999), i.e. eventos de cuellos de botella a causa de calentamientos locales súbitos en poblaciones
refugio situadas en latitudes meridionales.
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1. INTRODUCCIÓN
EI interés científico acerca de las invasiones biológicas se ha incrementado notablemente en
los últimos años, y hoy en día dichas invasiones representan una de las principales preocupaciones en
el ámbito de la conservación. EI término invasión biológica puede referirse a fenómenos naturales de
expansión del rango geográfico de una especie. Esto ocurre por ejemplo mediante sucesos puntuales
de dispersión a larga distancia (e.g. Censky et al. 1998) o, a escala de tiempo geológica, como con-
secuencia de la desaparición de barreras biogeográficas (e.g. Istmo de Panamá). Sin embargo, las
invasiones biológicas que actualmente preocupan a la comunidad científica son las provocadas por
la actividad humana, tanto de manera intencionada (e.g. especies de cultivo) como accidental (e.g.
transporte de organismos marinos en el agua de lastre de los barcos o los cascos de las embarcacio-
nes, liberaciones accidentales de mascotas o evasiones de acuarios, zoológicos y jardines botánicos)
(Carlton & Geller 1993, Lewis et al. 2003, Clergeau & Yésou 2006, Román-Muñoz & Real 2006).
Las introducciones biológicas pueden provocar impactos de muy diversa índole en su nueva
área de distribución (Van der Velde et al. 2006):
Impacto ecológico. Los efectos perjudiciales de muchas invasiones biológicas resultan del
comportamiento de la especie introducida como "enemigo" de las especies nativas
(depredador, herbívoro o patógeno). De igual modo, la especie introducida puede mostrar
más eficacia en la adquisición de recursos desplazando a las especies nativas (competencia).
En algunos casos el efecto de las especies invasoras supera el estrictamente poblacional al al-
terar procesos a escala de todo el ecosistema (e, g. ciclo del nitrógeno, ciclo hídrico o régimen
de incendios; revisado en Mack & D' Antonio 1998).
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- Impacto evolutivo. La hibridación de especies invasoras y nativas íntimamente relacionadas
impide la especiación alopátrica restringiendo así la futura biodiversidad de la región. Dicho
proceso altera también la diversidad genética de las poblaciones y puede reducir su resistencia
frente a infecciones y parásitos (depresión exogámica). Un ejemplo clásico de dicho impacto
puede encontrarse en las marismas de la Bahía de San Francisco donde la nativa Spartina folio-
sa se ha visto muy desplazada por el híbrido surgido entre dicha especie y su congénere Sparti-
na alterniflora, introducida allí a mediados de la década de 1970 (Daehler & Strong 1997).
- Impacto económico. Los beneficios de la agricultura, acuicultura y ganadería pueden verse
severamente reducidos como consecuencia de la introducción de especies exóticas. Además,
dichas especies también pueden ocasionar importantes daños en diversas infraestructuras (e.g.
la obstrucción de tuberías de plantas energéticas por el mejillón cebra -Dreissena poly-
morpha- cuesta al gobierno canadiense unos 8 millones de dólares al año, Colautti et al.
2006).
- Impacto sobre la salud humana. Algunas especies exóticas no sólo representan una "molestia"
para el hombre, si no que también pueden actuar como vectores de infecciones (e.g. ciertas
especies de mosquitos).
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La introducción de especies exóticas ha tenido consecuencias particularmente dramáticas en
ecosistemas insulares donde la flora y fauna endémicas pueden verse severamente amenazadas. No
obstante, las áreas costeras del planeta ocupan los primeros puestos en la lista de los sistemas más
afectados (Grosholz 2002). Además, se sospecha que la gravedad del problema en esos ecosistemas
podría estar incluso subestimada a causa de las incertidumbres sobre la taxonomía y biogeografía
histórica de muchos de sus organismos (Geller et al. 1997). Un ejemplo de esas limitaciones son las
denominadas especies criptogénicas, i.e. especies en las que no se puede demostrar con certeza su
estatus nativo o introducido. AI menos en estuarios y áreas costeras, las especies criptogénicas son
tan frecuentes como las especies reconocidamente exóticas (Carlton 1996). EI término especie cripto-
génica ha sido utilizado de manera amplia en la literatura, aplicándose a:(i) organismos de distribu-
ción cosmopolita para los cuáles no se puede determinar si ésta es resultado de procesos naturales o
ha sido mediada por el hombre (e.g. Teredo navalis, Carlton 1992); (ii) complejos de especies crípti-
cas consideradas erróneamente como un único taxón (e.g. Carcinus spp., Geller et al. 1997); y (iii)
especies con una supuesta área de introducción próxima a su rango nativo donde es complicado
determinar si la expansión es resultado de procesos naturales o actividades humanas, sobre todo en
un momento en que se sospecha que el calentamiento global está alterando la distribución de mu-
chos organismos (e.g. Cyclope neritea, Simon-Bouhet et al. 2006).
EI gasterópodo marino Cyclope neritea (Nassariidae) es un buen ejemplo de esta última situa-
ción. Esta especie es nativa del Mar Mediterráneo y de las costas atlánticas de Marruecos y sur de la
Península Ibérica pero, al igual que otros organismos con similar distribución, exhibe un rango geográfi-
co disjunto apareciendo también de modo natural en las costas del sur del Golfo de Vizcaya (Hidalgo
1917, para un resumen detallado de los registros publicados de esta especie a lo largo de las costas
atlánticas ver Sauriau 1991). Desde finales de la década de 1970 se han registrado nuevas poblacio-
nes de esta especie a lo largo de las costas atlánticas francesas, más allá de su límite norte de distri-
bución: Bahía de Arcachon (1976); Bahía de Marennes-Oléron, Isla de Ré y Golfo de Morbihan (1983-
1984); y más recientemente (desde el año 2000) a lo largo de las costas del Canal de la Mancha
(revisado en Bachelet et al. 2004). Inicialmente, el transporte de bivalvos (principalmente ostras) para
cultivo y engorde en dicha área fue identificado como el mecanismo más probable de expansión de
la especie en la región, quizás favorecido por el suave incremento de las temperaturas registrado a lo
largo de dichas costas durante el periodo 1970-1990 (Sauriau 1991, Bachelet et al. 2004). Sin embar-
go, algunos detalles de la estructura genética de estas nuevas poblaciones revelados recientemente
han reabierto la posibilidad de que este gasterópodo estuviese presente en el área antes de la déca-
da de 1970, mostrando así características de una especie criptogénica (Simon-Bouhet et al. 2006).
A principios de la década de 1990 también se detectó por primera vez una población perma-
nente y moderadamente abundante de Cyclope neritea en otra región fuera de su rango nativo re-
conocido: la costa atlántica de Galicia (Rolán 1992). Este gasterópodo permaneció confinado en ese ^15
enclave (A Toxa, en la orilla sur de la Ría de Arousa) durante una década pero, a partir del año 2000,
comenzó a incrementar su presencia en la región. Hoy día se pueden encontrar poblaciones muy
densas a lo largo de la orilla sur de la Ría de Arousa; e incluso se ha registrado una población aislada
en la adyacente ría de Pontevedra (6^uintela et al. 2006). Las cuatro grandes rías gallegas (Muros,
Arousa, Pontevedra y Vigo) sostienen una importante industria acuícola (principalmente mejillón y va-
rias especies de almeja). EI transporte de bivalvos, muchas veces de fuentes lejanas, para cultivo y
engorde es una práctica habitual en la región. Parece entonces que la hipótesis más plausible para
explicar la introducción de este gasterópodo en aguas gallegas podría ser el transporte accidental
junto con algunos de esos bivalvos comerciales. No obstante, como Galicia está a medio camino
entre el límite norte del rango de distribución continuo de esta especie (Setúbal, Portugal) y los encla-
ves aislados del sur del Golfo de Vizcaya históricamente reconocidos como poblaciones naturales, no
se puede descartar sin más la hipótesis de que su actual expansión sea resultado de un proceso natu-
ral, tal vez favorecida por un supuesto incremento de la temperatura en el área. Por otra parte, tam-
poco se puede descartar la influencia de otros factores en esta expansión. Así, la contaminación por
tributilo de estaño (TBT) ha Ilevado a la desaparición a poblaciones de gasterópodos en las pasadas
décadas, particularmente en especies sin fase dispersiva clara como Cyclope neritea (e.g. Nucella
lapillus, Gibbs & Bryan 1986). Caso de que la contaminación con TBT afectase a esta especie al igual
que a otros miembros de su familia, cabe la posibilidad de que el descenso registrado para los niveles
del contaminante en el área a lo largo de los últimos años (ver Capítulo 1 de la presente memoria)
haya favorecido también el asentamiento y expansión de este gasterópodo en la región.
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2. OBJETIVOS
En relación con las dos líneas fundamentales de investigación expuestas en la presente memo-
ria (contaminación por tributilo de estaño -TBT- y aplicación de técnicas moleculares en el estudio de
la dispersión), este trabajo pretende:
1. Investigar si, al igual que ocurre con otros gasterópodos prosobranquios, las hembras de esta
especie desarrollan órganos sexuales masculinos ante la contaminación por TBT (i.e. imposex).
Caso de registrarse dicha anomalía, se proporcionará por primera vez una descripción detalla-
da de sus características y modo de evolución y se cuantificará el grado de afectación que
sufren las poblaciones gallegas de la especie.
2. Emplear secuencias del gen mitocondrial Citocromo c Oxidasa Subunidad I(COI) para: (i) deter-
minar si las poblaciones gallegas tienen su origen en una introducción accidental mediada por
el hombre (transporte de bivalvos comerciales) o, por el contrario, son resultado de una expan-
sión natural de su rango geográfico desde enclaves naturales próximos (i.e. Golfo de Vizcaya,
sur de la Península Ibérica) y(ii) caso de confirmarse la hipótesis de una introducción accidental,
determinar si la actual proliferación de C. neritea en la región debe ser interpretada como una
expansión a partir de la población detectada a principios de la década de 1990 0, por el con-
trario, es consecuencia de introducciones múltiples e independientes.
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3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1. ESCALA GEOGRÁFICA DEL ESTUDIO Y RECOGIDA DE LAS MUESTRAS
Se recogieron ejemplares adultos de Cyclope neritea durante los meses de Febrero-Marzo de
2005 (estudio de imposex) y Enero de 2006 (estudio de ADN mitocondrial) en 3 localidades (Fig. 1) que
abarcan el rango actualmente conocido de la especie en el noroeste de la Península Ibérica: orilla
sur de la Ría de Arousa (localidades: A Toxa y Vilagarcía) y un enclave aislado en la ría adyacente de
Pontevedra (Poio). En ambas ocasiones un número elevado de individuos pudo capturarse fácilmente
en las tres poblaciones durante la marea baja, a mano y con la ayuda de un cebo.
at€dr^tica go€ieg^^; V;; eli€agarcia y TX: A Toxa (i^ía d^: Arousa}, P^ Poio (fzíc^ de Pon?eveclrai, E€ rar^ga nativo de €a especie es
índicado con Co€or ve^du; e! color púrpura der^o#a I^a región de€ a#€c^r,táco francés dor^;^e se har defiec?ado pob€ac€or^es de la
3.2. CONTAMINACIÓN POR TRIBUTILO DE ESTAÑO (TBT) E IMPOSEX EN CYCLOPE NERITEA
Anticipando que la expresión del imposex en Cyclope neritea podría ser similar a la de otros
Nassariidae, los individuos de esta especie se examinaron utilizando los protocolos establecidos para
Nassarius retículatus (Capítulo 1 de la presente memoria). Brevemente, tras narcotizar los individuos:
1. Se midió la longitud, altura y apertura de la concha con un calibre digital aproximando hasta
centésimas de milímetro (Fig. 2).
a
^igura 2.- Contaminación por #ributilo de estaño
(TBT) e imposex en Cyclope rrerltea. MMe^ida de
la lor^gituci (i^, apertura ^aj y al#ura (h^ de la cancha.
2. Se rompió la concha con un torno, se extrajo el animal cuidadosamente y se determinó su
sexo.
3. Se midió la longitud del pene en los ejemplares de ambos sexos (bajo el estereomicroscopio,
con calibre digital y aproximando hasta centésimas de milímetro).
4. Se estudió el aparato genital de las hembras cuidadosamente tras rasgar longitudinalmente el
techo de la cavidad del manto con el objetivo de determinar la extensión del vaso deferente y
observar cualquier anomalía en la formación de las cápsulas de huevos.
5. También se examinó la porción gonadal del oviducto para determinar su posible masculiniza-
ción (i.e, convolución simulando la vesícula seminal masculina) y, caso de registrarse ésta, esta-
blecer su intensidad.
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3.3. ADN MITOCONDRIAL Y ORIGEN DE LAS POBLACIONES GALLEGAS DE CYCLOPE NERITEA
EI procesamiento de las muestras destinadas al estudio de ADN mitocondrial también fue muy
similar al detallado para Nassarius reticulatus (Capítulo 3 de la presente memoria):
1. Tras romper la concha, se escindió el pie de los individuos para luego lavarlo con agua destila-
da y conservarlo en etanol 96%.
2. Se extrajo el ADN del anterior tejido con una disolución de Chelex-100 (Bio-Rad Laboratorios;
Hercules, CA, EE. UU.) (Walsh et al. 1991, Estoup et al. 1996).
3. Se amplificó un fragmento de 533 bp del gen mitocondrial Citocromo c Oxidasa Subunidad I
(COI) utilizando los cebadores diseñados por Bachelet et al. (2004): Cy2 5'-
GTTAAAATTTCGATCTGTTA-3' y CyR 5'-GGATTAGTTGGTACAGC-3'. La reacción de PCR se Ilevó a
cabo en 25 ^rl con 0.5 µM de cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2, 0.4 U de
ADN Taq polimerasa (BIOTAQTM DNA Polymerase; Bioline Laboratories, Londres, UK), tampón de
PCR 1 x (10x Bioline NH4 PCR Buffer), 1 NI del extracto de ADN y agua desionizada (Milli-6^) estéril.
Las amplificaciones se Ilevaron a cabo en un termociclador PxE Hybaid (Mandel Scientific Com-
pany Inc., Ontario, Canadá) con el perfil: 3 min a 93 °C; 40 ciclos de 30 s a 93 °C, 30 s a 53 °C
y l min a 72 °C; l O min a 72 °C.
4. Las reacciones se comprobaron por electroforesis en gel de agarosa 1.5% en tampón TBE 1 x.
Los productos de PCR se purificaron con las enzimas Shrímp Alkaline Phosphatase (SAP) y Exonu-
clease I (Exo) (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, EE.UU.).
5. Las reacciones de secuenciación se Ilevaron a cabo con el preparado comercial CEQTM DTCS
Quick Start kít (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.), las muestras se precipitaron en etanol y
se procedió a su lectura en un secuenciador automático Beckman Coulter CEQ 8000 Genetic
Analysis System (Beckman Coulter) .
6. Finalmente, las secuencias se alinearon con el software ClustalX (Thompson et al. 1997) y se
compararon con las publicadas en GenBank utilizando el programa BLAST (Altschul et al. 1990).
Siempre que fue posible, los haplotipos se codificaron de acuerdo con Simon-Bouhet et al.
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(2006). EI análisis estadístico de los datos incluyó aquellos procedimientos descritos en el Capítu-
l0 3: estimas de diversidad genética, análisis de la varianza molecular o AMOVA, estadísticos
pairwise c^sT y red haplotípica.
^2^
4. RESULTADOS
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4.1. CARACTERÍSTICAS DEL IMPOSEX
EI desarrollo del imposex en Cyclope neritea y Nassarius reticulatus parece ocurrir de un modo
muy similar: (i) los estadios iniciales se caracterizan por la presencia de un pequeño pene y/o conduc-
to deferente; (ii) esas estructuras crecen progresivamente; (iii) en estadios avanzados es posible obser-
var un pene de longitud considerable y un vaso deferente completo -que se extiende desde la base
de dicho órgano hasta la altura de la papila genital femenina-; (iv) finalmente, el conducto deferente
continúa su crecimiento más allá de la apertura del oviducto de manera que el desarrollo de órganos
sexuales masculinos no parece perturbar la organización normal del tracto genital femenino. Pese a
esto, en Poio hallamos una hembra con una masa de cápsulas aborfadas dentro de la glándula de
la cápsula (Fig. 3). Este ejemplar también presentó un aspecto muy similar al de las hembras estériles
de N. reticulatus registradas en enclaves muy contaminados de las costas gallegas (Barreiro et al.
2001, Capítulo 1 de la presente memoria): (i) el individuo exhibía un vaso deferente completo que se
prolongaba más allá de la papila genital hacia el interior del canal ventral de la glándula de la cáp-
sula; (ii) la papila genital femenina no parecía estar ocluida por dicho vaso deferente (a diferencia de
lo que ocurre en Nucella lapillus, Gibbs & Bryan 1986); y(iii) ningún rasgo externo obvio permitió dife-
renciar esta hembra de otras con un imposex de igual intensidad pero sin material abortado en su
interior.
La homología en la evolución del imposex en ambas especies permitió aplicar idénticos crite-
rios para definir los distintos estadios de desarrollo y calcular el índice VDSI (Barreiro et al. 2001): (i) esta-
dio 0, hembra normal no afectada; (ii) estadio 1, individuos con un pene rudimentario o una pequeña
sección del vaso deferente distal; (iii) estadio 2, individuos con pene y vaso deferente de longitud no
mayor que la mitad de la distancia entre la base del pene y la vulva; (iv) estadio 3, individuos con pe-
ne y vaso deferente cuya longitud sobrepasa la mitad de la distancia entre la base del pene y la vul-
va; (v) estadio 4, individuos con pene y vaso deferente desde la base del pene hasta la vulva; y(vi)
estadios 4+ y 4p -estos dos estadios reciben el valor numérico de 4.5 a fin de calcular el VDSI-, indivi-
duos con pene y vaso deferente que sobrepasa la vulva hacia el canal ventral de la glándula de la
cápsula (4+) o sigue paralelo al oviducto hasta alcanzar la zona posterior de la cavidad paleal (4p).
Por otra parte, el pene de Cyclope neritea también exhibe una morfología similar al de Nassa-
rius reticulatus (crecimiento principalmente longitudinal). En consecuencia, para medir su grado de
desarrollo en hembras se utilizó su longitud, y la intensidad de la respuesta en las poblaciones se cuan-
tificó con el Índice de la Longitud Relativa del Pene (RPLI =[longitud media del pene de las hembras/
longitud media del pene de los machos] x 100).
r^gura .s.- ^.arac^er^sr^cas aes ^mposex. vES^a aorsra^ ae
fa cauí^a^ c^^i mar^t^ de ;^r^^^ herr^k^rn ^steril
encc^r;^re^^^ er? ia 1^caii^.^ad d^ P^i^, Abre^^it^t^ras: =^a
^c^psulc^s ^t^c^rtc^dasl, gc ^c^l^nc^^l^^ d^ E^ c,r^^sE^lc^), p
(^^^ne^, ^i l^i^} yt^ (fer^f^ác;^^^ ^^f^ch^j, ^23
Finalmente, al igual que ocurre en otros nasáridos (e. g. llyanassa obsoleta; Smith 1980, Nassarius
reticulatus; Barreiro et al. 2001), la masculinización sufrida por las hembras de Cyclope neritea no im-
plicó sólo el desarrollo de pene y conducto deferente. En las hembras más afectadas se observó tam-
bién un oviducto distal convolucionado. EI grado de convolución del oviducto se determinó de acuer-
do con la escala cualitativa propuesta para Nassarius reticulatus: oviductos rectos, suavemente con-
volucionados y fuertemente convolucionados se puntuaron como 0, 1 y 2 respectivamente (Barreiro et
al. 2001). Su valor medio en las poblaciones se utilizó como un tercer índice de imposex (Índice del
Grado de Convolución del Oviducto, AOS).
4.2. INCIDENCIA DEL IMPOSEX
Se examinaron un total de 90 individuos (30 ejemplares por localidad). En A Toxa y Vilagarcía, el
número de hembras duplicó el de machos (19 y 20 hembras respectivamente) mientras que en Poio
la proporción de sexos fue 1(Tabla 1). Pese a que se estudió un número relativamente alto de hem-
bras (54), sólo se hallaron 5 individuos sin rasgos masculinos y el porcentaje de hembras afectadas
superó en las 3 localidades el 80% (Tabla 1).
LOC41idC1d LCttitUd L0^19itUd M: F %1 RPLI VDSI AOS %EST
RIA DE AROUSA
AToxa 42°28'S7" 08°51'O1" 11 :19 95 15.1 3.37 0.42 -
Vlagarcía 42°36'30" 08°46'12" 10:20 85 20.3 2.55 0.05 -
RÍA DE PONTEVEDRA
Poio 42°25'20" 40°58'O1" 15:15 93 37.2 3.80 0,50 ó.7
Tabla 1_- incidencíc^ dei imposex. ^Jaiores registre^clos er ias focalidades est^diadas para: !a
pro^or^^i;^n de sexos (I~^1 ^ F), el porcentaje de hembras afectadas (°j^i}, ei Índice de ia LonCitud
Re#atl^ra de1 Pene (i?P! i;i, el indice de la Secuencia dei'v'aso Deferente (VD51^, ei Índice del Grado
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Vilagarcía exhibió el valor más bajo de VDSI, en las otras dos localidades este índice tomó valo-
res similares (Tabla 1). No obstante, la distribución de frecuencias de los estadios de VDS reveló una
mayor coherencia geográfica (Fig.4). Los individuos con VDS 4 predominaron en la Ría de Arousa (80%
de hembras en A Toxa y 60% en Ulagarcía), mostrando el resto de ejemplares un imposex bajo o mo-
derado (estadios 0-2). En Poio, la mayoría de las hembras también exhibieron VDS 4(80%); sin embar-
go, a diferencia de en Arousa, los restantes individuos tomaron valores extremos de imposex (estadios
0 y 4+/4p),
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Los valores de RPLI también indicaron más masculinización en Poio (Tabla 1). En las 3 localida-
des, la mayoría de machos tenía penes de 9-11 mm. Los penes en las hembras de la Ría de Arousa
raramente superaron los 4 mm; en Poio, una fracción relativamente importante tenía penes de 3-5
mm pero algunos individuos superaron incluso los 8 mm (Fig. 5).
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En la Fig. 5 también se observa la presencia de 2 machos atípicos en la localidad de Vilagarcía (con
penes <3 mm); eliminando estos ejemplares del conjunto de datos se reduce considerablemente el
RPLI obteniéndose un valor de 16.7 más coherente con el VDSI de la localidad.
Los valores de AOS fueron coherentes con los otros índices de imposex: 0.50 en Poio frente a
0.42 en A Toxa y 0.05 en Vilagarcía. AI igual que en Nassarius reticulatus (Barreiro et al. 2001, Capítulo
1), sólo se detectaron oviductos deformados en hembras con VDS avanzado; ninguna hembra con
VDS 0-2 mostró esa deformación mientras que la convolución del oviducto distal se detectó en cerca
del 25% de las hembras con VDS 4 y en todas las hembras con VDS 4+ 0 4p (Fig. 6).
1 2 4 4+
Estadio de VDS
^ígur^ 6,- incídencía del ímposex. FrecuenCia relativa
de 1os estc^dics dei Grado dr^ Convoiuc^dn dei ^vid^ct^
(ostadios OS3 observada paro cada estadio de la
Finalmente, en Poio se halló una hembra con material abortado en el interior de la glándula de
la cápsula. EI aspecto de este material (una masa deforme, dura y de coloración oscura) fue muy
similar al registrado para hembras de otros gasterópodos prosobranquios procedentes de localidades
altamente contaminadas (Nucella lapillus, Ruiz et al. 1998; Nassarius reticulatus, Barreiro et al. 2001,
Capítulo 1). AI igual que en las anteriores especies, este ejemplar de Cyclope neritea se caracterizó
también por un imposex severo: pene de 5.85 mm, VDS 4p y OS 2.
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4.3. DIVERSIDAD GENÉTICA
Las tres poblaciones mostraron alta diversidad genética (Tabla 2). EI número de posiciones poli-
mórficas osciló entre 12 (Vilagarcía) y 18 (A Toxa), el número de haplotipos varió entre 3(Vilagarcía) y b
(A Toxa), la diversidad haplotípica mostró desde 0.483 (±0.096) (Poio) hasta 0.731 (±0.046) (A Toxa), y la
diversidad nucleotídica fue de 0.00947 (Poio) a 0.01 102 (A Toxa). Pese a que los niveles totales de di-
versidad molecular fueron elevados en las tres localidades, se detectaron diferencias estadísticamen-
te significativas de diversidad nucleotídica y haplotípica entre la población más antigua de la región
(A Toxa) y las más recientes (Vilagarcía y Poio) (método GT2, Hochberg 1974).
Localidad n S H Hd (SD) n x 102 (SD)
A Toxa 30 18 6 0.731 (0.04ó) 1.102 (0,128)
^lagarcia 30 12 3 0.517 (0,088) 1.003 (0,137)
Poio 30 15 5 0.483 (0,09ó) 0.947 (0.162)
Total 90 19 7 0.614 (0.041) 1.121 (0.045)
Tab1a 2.- Diversidad gertéticca.
^e c^^s^cir^n^s polin^órfiicas; H
^r^ersiáa^ h^;plc#^^;ica (des^fíación típ^caj^ :^ (SD;: ^iv^rs^ao^3
n^ :ni^^t^:^rJi;^rr ( r•Je^c^.iir^r^-;í.-. *ír.i^rv3
4.4. COMPOSICIÓN HAPLOTÍPICA Y ESTRUCTURA GENÉTICA
Se encontró un total de 7 haplotipos distintos; 3 aparecieron en más del 94% de los individuos
(H22: 55.6%, H 17 : 25.6% y H 16: 13.3%) y habían sido descritos con anterioridad en un estudio más
amplio que cubría una fracción importante del rango de distribución nativo de la especie (Simon-
Bouhet et al. 2006) ( Fig. 7). Los haplotipos restantes aparecieron en frecuencias muy bajas e incluyeron
2 secuencias nuevas codificadas como G 1 y G2 (H 18: 2.2%, H33: 1.1 %, HG 1: 1.1 % y HG2: 1.1 %) (Fig.
7). G 1(número de acceso en la base de datos GenBank: EF534201) mostró una gran proximidad ge-
nealógica (1 paso mutacional) con el haplotipo H 17; HG2 (GenBank: EF534202) también mostró una
gran proximidad con otro haplotipo infrecuente ( H33, publicado por Simon-Bouhet et al. en GenBank
con número de acceso DQ985612 (Fig. 8).
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(c)
^,^^-^,;^.
H33 - G2
H22
Figura l.- Ct^mposición haplotipica y estructura genética. Frsc!.^ ^^d:icas ^apl^^t picas r2gist^adas por
Sir^-3un-Eita^:t^ot ^:t a, i^^^ój on_ ;aj pob ŝ acÉor.oú na.i^^as Jo ic espac.e (c:^st:a meditorranec, sur dE 3a
^^r^ir^sula ik^^rica y s<<^^ dei Golfo de Vjzcaya7 Y(bj pok^lacionos de procedencia conflíctiva a la {argo de
ia costa atiántica `rancosa. (c^: trocuor^cias haplotip^cas roglstracfas on ^I prosonto tra^^ajo para !a costa
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^ Clado 1: H 1- H5
H39
^ H27
H38 ^ Clado 3: H21 - H27
^ Clado 4: otros haplotipos
figura 8.- Composicicrn haplotípica y estructura gen^tica. ^e^aciones ^enea?ogicas entre los hapioti^>os
rec^istraaos pa^^a Cyc.ope .ner^^ea: N i-N2^ ^Sirnon-Bouhel et al. 200bj; H30-H34 (Simon-Bouhet et ai.
ur?pu^iishtec^l; 61-G2 (nuPvas sec^lencias r^ailadas en e! presente trah^ajo}. ! os haplofiipos presentes en !as
pob!aciancs galietaas de ia especie son resaltados en color rojo.
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Las frecuencias de haplotipos revelaron ciertas diferencias entre las 3 poblaciones (Fig. 7). H22
dominó en las 2 localidades más recientes (Vilagarcía y Poio) mientras que H22, H 16 y H 17 mostraron
frecuencias muy similares en la localidad más antigua (A Toxa). En A Toxa también se encontraron los
2 haplotipos genealógicamente distantes (G2 y H33). De acuerdo con lo anterior, el análisis AMOVA
mostró diferencias significativas entre las 3 poblaciones (^ST = 0.131, P<0.01). Los estadísticos pairwise
^sT revelaron que la diferenciación genética se debía a que A Toxa poseía una composición haplotípi-
ca diferente: las 2 poblaciones más recientes, a pesar de estar en rías distintas, fueron indistinguibles
genéticamente (Tabla 3).
Vilagarcía Poio A Toxa
^lagarcía -
Poio -0,030NS -
A Toxa 0.168* 0.212***
Ta^ia 3.- Composicion haplo#ípica y estruc#ura genética
^i(G^r•^(?^ ^C7i.iCĴ?i C^,£?!i'r.?^^CCá r^t^l 3t^((Tl';Clt!'S C%^ idJS f^S'c.i^lS?Ii,VS,'^ĴC^I.'^'JV.'JE
=I^ !os va^^res cie sic^r;^i^f^cir_^r^ ^st^^ ^as^d^J ^^ 1 ^OC)(
^^^rr^^^t^ci^n^s: ^x^ ^ Cl,JS. ^_ ^^; , ^^.^1, ^*^^7.,_^ (^d^^ ,
,«^
^31
5. DISCUSIÓN
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5.1. CONTAMINACIÓN POR TRIBUTILO DE ESTAÑO (TBT) E IMPOSEX EN CYCLOPE NERITEA
Este trabajo proporciona la primera descripción detallada de las características y modo de de-
sarrollo del imposex en el nasárido Cyclope neritea. AI igual que en otros gasterópodos, el desarrollo
de órganos sexuales masculinos en las hembras constituye un fiel reflejo del tracto genital de los ma-
chos en lo relativo a morfología del pene y trayectoria del conducto deferente. Además, al igual que
otros Nassariidae, la porción distal del oviducto de los individuos más afectados también muestra mo-
dificaciones interpretables como un tercer rasgo masculino (i.e. convolución simulando la vesícula
seminal, Barreiro et al. 2001). Algunos autores han sugerido que es posible incluso anticipar las conse-
cuencias últimas de estadios avanzados de imposex (i.e. esterilidad) en base a las características del
pertinente tracto genital masculino (Gibbs & Bryan 1996). Según estos autores, las especies de la fami-
lia Muricidae son propensas a la esterilidad porque en ellas tracto genital masculino y femenino ocu-
pan el mismo lugar en la cavidad paleal, de modo que la imposición del primero impide el funciona-
miento normal del segundo. EI desarrollo de imposex en otros grupos (como los Nassariidae) no pre-
sentaría, sin embargo, consecuencias para su reproducción ya que ambos tractos genitales siguen
trayectorias paralelas y el vaso deferente "impuesto" no Ilega a afectar a la papila genital. La universa-
lidad de la anterior predicción ha sido no obstante puesta en duda por el hallazgo de hembras estéri-
les, severamente afectadas por imposex, en las familias Nassariidae (Huet et al. 1995, Barreiro et al.
2001, Barroso et al. 2002), Buccinidae (Shi et al. 2005a), Cypreaidae o Conidae (Shi et al. 2005b). EI
presente trabajo, donde encontramos una hembra de C, neritea estéril y con imposex severo, amplía
la lista de prosobranquios no murícidos donde el imposex parece restringir su potencial reproductivo.
De modo similar a lo observado en Nassaríus reticulatus (Nassariidae; Barreiro et al. 2001, Capítulo 1) y
Cantharus cecillei (Buccinidae; Shi et al. 2005a), el vaso deferente de este ejemplar parece introducir-
se en el canal ventral de la glándula de la cápsula. Sin embargo, no se detectó ninguna alteración
externa del oviducto paleal o su apertura. Es posible pues que el mecanismo de esterilidad subyacen-
te tenga su origen en alguna modificación interna del tracto genital femenino que impide la deposi-
ción de las cápsulas ya formadas (e. g. el examen de disecciones histológicas sugiere que la forma-
ción de cápsulas abortadas en C. cecillei podría deberse a un plegamiento de la pared interna de la
glándula de la cápsula, Shi et al. 2005b).
Los valores de imposex registrados en Nassaríus reticulatus en las mismas localidades durante la
campaña del 2005 (Capítulo 1 de la presente memoria) son coherentes con lo inferido estudiando
Cyclope neritea. La localidad más afectada también fue Poio, seguida de A Toxa y, finalmente, Vila-
garcía. Lamentablemente, la comparación pormenorizada de los índices de imposex en ambos or-
ganismos no aporta una visión clara de la posible sensibilidad relativa ante la contaminación por TBT
de cada especie. La incidencia de imposex fue consistentemente mayor en N. reticulatus (valor me-
dio 100% frente a 91 % en C. neritea). Sin embargo, el índice AOS fue mayor en C. neritea en las tres
poblaciones (valor medio 0.33 versus 0.17 en N. reticulatus) mientras que VDSI y RPLI mostraron niveles
relativos entre las dos especies variables según la localidad. En una misma localidad, especies distin-
tas pueden estar expuestas a diferentes fuentes de TBT como consecuencia de diferencias en hábitat
o dieta. Por ejemplo, se ha sugerido que los prosobranquios herbívoros suelen presentar factores de
bioacumulación más bajos que los carnívoros debido al distinto grado de contaminación de sus ali-
mentos (Bauer et al. 1997). Como N. retículatus y C, neritea poseen hábitos similares (ambas especies
son carroñeras y viven ligadas a un sustrato blando en el cuál permanecen enterradas largos periodos
de tiempo), cabría esperar que estuviesen expuestas a niveles similares del contaminante. Sin embar-
go, este hecho no asegura que exhiban niveles similares de imposex pues su expresión dependerá
sustancialmente de la fisiología de cada especie. La anterior situación puede complicarse introdu-
ciendo además la dimensión temporal. En un escenario de declive de la contaminación, las especies
más longevas previsiblemente exhibirán más afectación pues sus poblaciones estarán integradas por
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ejemplares que se desarrollaron en momentos más contaminados. Es más, aún asumiendo igual lon-
gevidad en ambas especies, cabe la posibilidad de que sus respectivas poblaciones estén represen-
tadas por un número distinto de cohortes; especialmente en las localidades donde C, neritea se ha
asentado recientemente. Otra variable que podría intervenir en la comparación de ambas especies,
de nuevo especialmente en las localidades donde C. neritea se ha asentado recientemente, es la
condición original de los individuos introducidos (i.e. niveles de imposex en poblaciones nativas de la
especie). Resulta necesario pues reunir más información sobre la respuesta de esta especie a la con-
taminación por TBT, y sobre su biología general, antes de poder utilizar sus poblaciones (nativas o intro-
ducidas) en estudios de biomonitorización.
Los datos obtenidos usando Nassarius reticulatus como biomonitor revelan una tendencia de-
creciente de la contaminación por TBT en A Toxa, Vilagarcía y Poio durante el periodo 2000-2005
(Capítulo 1). 6^ue Cyclope neritea sea capaz de asentarse en localidades donde los niveles de TBT
están descendiendo, pero aún son suficientemente elevados como para inducir imposex, podría
aportar alguna clave sobre la reciente expansión de la especie en la región. La contaminación por TBT
ha hecho desaparecer muchas poblaciones de gasterópodos en las pasadas décadas, parficular-
mente en especies donde el imposex ocasiona esterilidad y que muestran baja capacidad de disper-
sión como C. neritea (e.g. Nucella lapíllus, Gibbs & Bryan 1986). Cabe así la posibilidad de que el des-
censo de TBT en Galicia experimentado durante los últimos años haya favorecido el asentamiento y
expansión de este gasterópodo (independientemente de sus causas últimas, i.e, proceso natural o
actividades humanas). De hecho, el declive de las concentraciones ambientales de este contami-
nante se ha vinculado con el reciente establecimiento de un gasterópodo invasor (Urosalpinx cinerea,
Muricidae) en la región holandesa de Oosterschelde (Faasse & Ligtharf 2007), y el descenso de los
niveles de TBT en la costa alemana del Mar Báltico se ha sugerido también como una de las posibles
explicaciones a la reciente recolonización de dicha región por N. reticulatus (Nehring 2005).
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5.2. ADN MITOCONDRIAL Y ORIGEN DE LAS POBLACIONES GALLEGAS DE CYCLOPE NERITEA
En un estudio anterior más amplio, Simon-Bouhet et al. (2006) encontraron que los linajes del
gen COI de Cyclope neritea exhibían fuerte estructuración a lo largo del rango nativo de la especie.
Los tres haplotipos más frecuentes (H 1, H 18 y H22) conformaban tres clados muy diferenciados, carac-
terísticos de tres regiones geográficas distintas (i.e. Península Ibérica, Mediterráneo francés y Sicilia-Mar
Adriático respectivamente; ver Fig. 7 y 8). Además, las poblaciones nativas mostraban niveles muy
bajos de diversidad genética hasta el extremo de que la mayoría eran monomórficas o casi mono-
móficas. Cabría entonces esperar que las poblaciones del NO de la Península Ibérica presentasen
haplotipos del clado de H 1 si su origen es la expansión natural de la especie desde poblaciones nati-
vas próximas, tal y como se ha sugerido para la costa atlántica francesa. Sin embargo, nuestros resul-
tados rechazan claramente esta hipótesis en favor de un origen no nativo; (i) ninguno de los 90 indivi-
duos mostró un haplotipo del clado H 1 0, incluso, haplotipos genealógicamente próximos a él, y(ii) los
niveles de diversidad genética fueron elevados.
Las identidades y frecuencias haplotípicas registradas en las dos poblaciones gallegas más re-
cientes ( Vilagarcía y Poio) parecen reflejar las halladas por Simon-Bouhet et al. (2006) en poblaciones
nativas de la región Véneto en el nordeste de Italia (dominancia de H22 y, en menor medida, de H 16
y H 17). Dicha región es el lugar de origen de una parte importante de las importaciones de almeja
japones (Tapes philippinarum) hacia Galicia. Esas importaciones podrían ser fácilmente el vector fun-
damental de las introducciones más recientes de Cyclope neritea en el NO de la Península Ibérica.
De hecho, es posible que sean el único vector de introducción ya que las dos poblaciones estudiadas
por Simon-Bouhet et al. (2006) en la región Véneto mostraron niveles de diversidad genética inusual-
mente elevados para poblaciones nativas (H=5-b; Hd=0.543-0.603; ^=0.00769-0.01251) pero razo-
nablemente semejantes a los registrados por nosotros en las poblaciones gallegas. Por tanto, la alta
diversidad genética medida en poblaciones gallegas podría haberse originado como resultado de un
único evento de introducción a partir de una fuente altamente diversificada, y no necesariamente
como resultado de introducciones recurrentes desde fuentes múltiples. De hecho, se ha sugerido una
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explicación similar para explicar la presencia de C. neritea en algunas áreas de la costa atlántica
francesa donde son frecuentes las importaciones de almeja japonesa desde la región del Véneto
(Simon-Bouhet et al. 2006).
La población de A Toxa, si bien claramente introducida, presentó diferencias genéticas con las
dos poblaciones más recientes. Sus haplotipos dominantes también son comunes en el Véneto y,
además, encontramos dos secuencias genealógicamente divergentes (H33 y G2) de modo similar a
lo registrado por Simon-Bouhet et al. (2006) en el nordeste de Italia (H28 y H29). Sin embargo, su com-
posición haplotípica es significativamente diferente de la de las otras dos poblaciones gallegas, lo
que sugiere una historia de introducción distinta. Esta localidad se sitúa en el área donde se detectó
por primera vez una población permanente y moderadamente abundante de Cyclope neritea hace
más de una década (Rolán 1992). Obviamente, no podemos demostrar que los ejemplares analiza-
dos en este estudio desciendan de esa población pionera. Sin embargo, cabe la posibilidad de que
la especie haya estado presente en A Toxa durante un periodo de tiempo mayor que en las otras dos
localidades. De ser así, esa población podría ser resultado de una introducción diferente o, incluso,
haber experimentado varias introducciones durante este periodo. De hecho, el origen de la población
de A Toxa se ha vinculado al transporte de ostra desde la laguna de Venecia (Rolán et al. 1985, Rolán
1992) y no a las importaciones de almeja japonesa identificadas como vector más probable de las
introducciones de Vilagarcía y Poio. Con independencia de su origen preciso, la composición genéti-
ca distinta de A Toxa rechaza que la causa más probable de la actual proliferación de la especie en
las costas gallegas sea la expansión desde esa introducción inicial a principios de la década de
1990. C. nerítea carece de larva planctónica (Gomóiu 1964) y se asume que posee una capacidad
de dispersión reducida. Además, cualquier hipotética expansión dentro de la región debería haber
favorecido la ocurrencia de nuevas poblaciones genéticamente similares. Sin embargo, la población
de A Toxa mostró una diferenciación genética significativa frente a las otras dos localidades, a pesar
de estar situada a medio camino entre ambas.
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Las potenciales consecuencias de esta invasión son aún inciertas (Bachelet et al. 2004), si bien
es cierto que Cyclope neritea se considera una "molestia" en los bancos de cultivo de almeja donde
la especie ha alcanzado densidades excepcionalmente elevadas (obs. pers. ). La conclusión de que
C. nerítea ha proliferado recientemente dentro de las costas del NO de la Península Ibérica como
consecuencia del transporte mediado por el hombre implicaría que cualquier medida hipotética de
control de este gasterópodo debería centrarse en impedir nuevas reintroducciones tanto desde po-
blaciones nativas de la especie como desde las áreas ya infectadas en Galicia.
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1. INTRODUCCIÓN
Especies crípticas se refiere a dos o más especies distintas clasificadas erróneamente bajo el
nombre de una única especie como consecuencia de su elevada similitud morfológica (Bickford et
al. 2006). Estas incertidumbres taxonómicas pueden tener implicaciones prácticas importantes: esti-
mas de biodiversidad (Hebert et al. 2004), planes de conservación (Stuart et al. 2006), gestión de pes-
querías (Borsa 2002), biomonitorización (Lobel et al. 1990) o control de vectores infecciosos (Besansky
1999), plagas (Wang et al. 1998) y especies invasoras (Geller et al. 1997). Afortunadamente, las nuevas
técnicas moleculares proporcionan herramientas poderosas para detectar e identificar especies crípti-
cas. De hecho, los estudios con estas especies se han incrementado exponencialmente en las últimas
décadas (Bickford et al. 2006). Tales estudios muestran que su presencia es ubicua en el medio mari-
no habiéndose registrado en la mayoría de los hábitats conocidos desde los polos hasta los trópicos y
afectando a una amplia variedad de grupos taxonómicos (Knowlton 1993, 2000). Su relativa abun-
dancia en el medio marino se ha relacionado con dos hechos principalmente (Knowlton 1993j: (i)
nuestra menor accesibilidad a estos hábitats; y(ii) la hegemonía de procesos de especiación vincula-
dos a otros aspectos fenotípicos no morfológicos como los sistemas de reconocimiento químico.
Nassaríus reticulatus (Linnaeus, 1758) "sensu lato" es un gasterópodo común a lo largo de las
costas atlánticas y mediterráneas de Europa y África, incluyendo los archipiélagos de Canarias y Azo-
res (Rolán & Luque 1994). Las poblaciones de este nasárido exhiben cierta variación morfológica y el
estatus taxonómico de los distintos morfotipos ha sido objeto de considerable debate durante más de
un siglo (revisado en Rolán & Luque 1994). Algunos de los primeros autores distinguieron dos especies
distintas dentro del complejo Nassarius reticulatus: Nassarius reticulatus (Linnaeus, 1758) "sensu strícto"
y Nassarius nitidus (Jeffreys, 1867). Pese a que dicha distinción fue ratificada en la segunda mitad del
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S.XX por medio de diferencias bioquímicas (Collyer 1961), el consenso taxonómico ha seguido reco-
nociendo un único taxón hasta principios de la década de 1990 (e.g. Fretter & Graham 1985), mo-
mento en el que se establece la validez de ambas especies tanto analizando diferencias morfológi-
cas y ecológicas en poblaciones simpátricas (Rolán & Luque 1994) como mediante el hallazgo de
diferencias genéticas significativas para distintos loci enzimáticos (Sanjuán et al. 1997). Más reciente-
mente, las diferencias entre ambas especies han sido ratificadas mediante métodos de geometría
morfométrica (Carvajal - Rodríguez et al. 2006). A pesar de esas diferencias, sigue siendo complicado
distinguir ambos taxa por medio de su morfología. Así, los caracteres conquiológicos permiten adscri-
bir los individuos con relativa facilidad a una u otra especie bajo condiciones óptimas (Tabla 1) pero
esta tarea puede verse enormemente dificultada cuando las conchas están erosionadas, colonizadas
por epibiontes, o cuando las poblaciones exhiben cierta variabilidad intraespecífica (Fig. 1). En cuanto
a la geometría morfométrica, si bien constituye una aproximación más objetiva, las pruebas de vali-
dación indican que no garantiza la asignación correcta de los individuos a su especie en el 100% de
los casos (Carvajal-Rodríguez et al. 2006). Por otra parte, ninguna de estas técnicas parece permitir la
identificación correcta de fases juveniles.
Carácter Nassarius reticu/atus (Linnaeus, 1758) Nassarius nitidus (Jeffreys, 1867)
Coloración de la concha Crema ^olácea
Coloración interna de la apertura Blanca Violácea
Callo columelar Blanco Traslúcido
Costillas axiales en la úttima vuelta 20.09 ±1.94 (n=30) 15,21 -* 1.55 (n=30)
Cordones espirales en la última vuelta 12-14 11-13
N° estrías en el canal sifonal 4-5 3
Perfil de la espira Casi rectilíneo Ligeramente convexo
Ángulo apical 55.68° ± 5.51 (n=30) 48.48° ± 5.69 (n=30)
Sutura Poco marcada Algo escalonada
Perfil del labio externo Con doble ondulación Sin doble ondulación
Curvatura del labio externo Parte superior rectilínea Curvada uniformemente
Dientes del labio externo Desiguales, uno central prominente Por lo general iguales
Tabla 1.- Diferencias conquioióqicas entre Nassarius reticulatus íLinnaeus, 1 758} y Nassarius nitidus (JeffrE
Tras un estudio pormenorizado de colecciones y poblaciones naturales, Rolán & Luque (1994)
24 concluyeron que Nassaríus reticulatus s.s. es una especie típicamente atlántica, habiéndose encontra-
do desde la fachada occidental de las Islas Británicas y Canal de la Mancha hasta el Estrecho de Gi-
braltar, norte de Marruecos y archipiélago canario. En el Mediterráneo, N. reticulatus penetraría, al
menos en la orilla europea, hasta el Golfo de León. Por su parte, Nassarius nitidus tendría un rango de
distribución mucho mayor. Estaría ampliamente distribuida por todo el Mediterráneo y Mar Negro.
También aparecería a lo largo de las costas atlánticas de la Península Ibérica y Francia en simpatría
con N. reticulatus, si bien en este caso su presencia se limitaría al interior de estuarios (e.g. estuarios
del Orwell y Támesis en el Reino Unido, Rías de Ferrol y Vigo en el NO España, o estuarios de Aveiro y
Faro en Portugal). Dentro de este amplio rango de distribución, Rolán & Luque (1994) distinguieron tres
morfotipos vinculados, un tanto laxamente, a tres grandes regiones geográficas (Mediterráneo Orien-
tal-Mar Negro, Mediterráneo Occidental-Península Ibérica, y Golfo de Vizcaya-Canal de la Mancha)
(Fig. 2). EI registro más septentrional recopilado por estos autores corresponde a Zealand, Países Bajos.
Sin embargo, es probable que N. nitídus sea la única de las dos especies presente en el Mar del Nor-
te, alcanzando incluso las costas noruegas (Hansson 1998). De hecho, en las costas holandesas hay
registros fósiles del penúltimo (Eemiense) ciclo interglacial pero en esos mismos depósitos no se ha
encontrado N. reticulatus (Dekker 2004). Desde el año 2000, ambas especies experimentan una gran
explosión demográfica en aguas costeras holandesas (Craeymeersch & Rietveld 2005).
ní;jdus (a-c} y Nassar;us retic^:íar^^s {d-f)^ {g-h; r^^uestran
rasqos caracteristícos de las das especies. ^47
^ Nassarius reticulatus
^ Nassarius nitidus (morfotipo servaini)
^ Nassarius nitidus (morfotipo nitidus)
Q Nassarius nitidus (morfotipo mamillatus)
7
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2. OBJ ETIVOS
Desde que Stroben et al. (1992a, 1992b) publicaran la primera descripción detallada del impo-
sex en Nassarius reticulatus, este organismo ha sido utilizado frecuentemente en estudios de biomoni-
torización de tributilo de estaño (TBT). De hecho, esta especie está entre las recomendadas en los pro-
gramas de monitorización de compuestos organoestánnicos promovidos por la Convención OSPAR
(Convention for the Protection of the Maritime Envíronment of the North-East Atlantíc, www.ospar.org).
Los estudios de biomonitorización se basan en una respuesta especie-específica al contaminante; por
tanto, es fundamental identificar correctamente la especie bioindicadora. Por otra parte, las incerti-
dumbres taxonómicas antes descritas siguen entorpeciendo la correcta comprensión del rango geo-
gráfico de distribución de cada una de las dos especies. Este conocimiento es importante hoy día al
haberse detectado en los últimos años cambios de abundancia y distribución considerables
(Craeymeersch & Rietveld 2005).
Vistas las dificultades para discriminar los individuos de estas dos especies gemelas de Nassarius
con métodos taxonómicos convencionales (Rolán & Luque 1994) o con técnicas de geometría morfo-
métrica (Carvajal-Rodríguez et al. 2006), en el presente trabajo investigamos la posibilidad de usar se-
cuencias mitocondriales del gen Citocromo c O^ádasa Subunidad I(COI) como herramienta de dia-
gnóstico taxonómico alternativa. Además, sondeamos la posibilidad de diseñar un método sencillo y
económico para usar dicha aproximación de manera rutinaria por medio de mapas de restricción.
Para ello, analizamos el grado de divergencia entre Nassarius reticulatus y Nassarius nitidus en varias
poblaciones europeas.
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3. MATERIAL Y MÉTODOS
25a
3.1. MATERIAL BIOLÓGICO Y OBTENCIÓN DE SECUENCIAS COI EN NASSARIUS NITIDUS
Se recogieron 25 individuos de Nassaríus nítidus en Venecia (Italia), localidad característica de
su rango geográfico. Además, se incluyeron también otros ejemplares de la especie procedentes de
varias localidades del litoral atlántico europeo: Rianxo (NO España, n=3); Santoña (N España, n=3);
Oostende (Bélgica, n=4) y Lysekil (Suecia, n=1). Los individuos se capturaron a mano o utilizando na-
sas, siempre con la ayuda de un cebo, y se enviaron vivos al laboratorio en el menor tiempo posible.
Los procedimientos destinados a la obtención de secuencias mitocondriales del gen COI en
esta especie fueron idénticos a los detallados para Nassarius reticulatus en el Capítulo 3. Brevemente:
1. Tras romper la concha, se escindió el pie para luego lavarlo con agua destilada y conservarlo
en etanol 96°.
2. Se extrajo el ADN del anterior tejido utilizando una disolución de Chelex-100 (Bio-Rad Laborato-
ries, Hércules, CA, EE.UU.) (Walsh et al. 1991, Estoup et al. 1996).
3. Se amplificó un fragmento de 710 bp del gen mitocondrial COI utilizando los cebadores univer-
sales descritos por Folmer et al. (1994). La reacción de PCR se Ilevó a cabo en 25 ^I con 0.5 ^M
de cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2, 0.4 U de ADN Taq polimerasa, tam-
pón de PCR 1 x, 1^I del extracto de ADN y agua desionizada (Milli-Q) estéril. Las amplificaciones
se Ilevaron a cabo con el perfil: 2 min a 95 °C; 40 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 45 °C y 1 min a
72 °C.
4. Las reacciones se comprobaron por electroforesis en gel de agarosa 1.5% en tampón TBE. Los
productos de i^R se purificaron con las enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) y Exonuclea-
se 1(Exo) (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, EE.UU.).
5. Finalmente, las reacciones de secuenciación se Ilevaron a cabo con el preparado comercial
CEQTM DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.). Las muestras se precipitaron
en etanol y se procedió a su lectura en un secuenciador automático Beckman Coulter CEO
8000 Genetíc Analysis System (Beckman Coulter).
3.2. ANÁLISIS DE DATOS
Los cromatogramas de las 36 secuencias nucleotídicas de Nassaríus nitídus se revisaron con el
programa ChromasPro (www.technelysium.com) eliminando las secciones de fiabilidad dudosa (í.e.
extremos). Las secuencias se alinearon con las derivadas del estudio de 6 poblaciones atlánticas de
Nassarius retículatus (Capítulo 3) utilizando el soffware ClustaUC (Thompson et al. 1997) para identificar
la región estudiada en esta última especie (fragmento de 395 bp) y comparar ambos conjuntos de
datos.
La diversidad genética de la población de Venecia se caracterizó utilizando las medidas clási-
cas para datos haplotípicos proporcionadas por el soflware DnaSP ver. 4(Rozas et al. 2003): número
de lugares polimórficos (S), número total de haplotipos (Ht), número de haplotipos únicos (Hu), índice
de diversidad haplotípica (Hd) e índice de diversidad nucleotídica (rc). Este software se utilizó también
para identificar los haplotipos presentes en las otras poblaciones de la especie (litoral atlántico euro-
peo). Las relaciones genealógicas entre haplotipos se estimaron con el programa Network 4.1.1.2.
(Fl^.aus Engíneering Suffolk, UK) utilizando el algoritmo median joining (Bandelt et al. 1999). La divergen-
cia molecular entre Nassarius reticulatus y Nassarius nitidus se cuantificó con el software MEGA ver. 4.0
(Tamura et al. 2007) calculando el número de diferencias nucleotídicas entre haplotipos y represen-
tando gráficamente sus resultados (mismatch distribution); además, se calcularon las distancias gené-
ticas medias (Kimura 2-parameters, Kimura 1980) intra e interespecíficas. Siguiendo a Wood et al.
(2007), la distancia interespecífica K-2P neta se convirtió en tiempos de divergencia aplicando el ran-
go de tasas publicadas de divergencia del gen COI en moluscos: valor mínimo 0.7% por Ma para
C^
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bivalvos árcidos (Marko 2002) y valor máximo 2.4% por Ma para gasterópodos tróquidos (Hellberg &
Vacquier 1999).
Con el objetivo de proporcionar un método sencillo y económico para identificar rutinariamente
ambas especies, se simularon digestiones de sus secuencias consenso con múltiples enzimas de res-
tricción utilizando el programa CLC Free Workbench (www.clcbio.com). Las simulaciones se Ilevaron a
cabo siguiendo el orden de popularidad establecido en dicho programa para las distintas enzimas y
se detuvieron con la primera enzima que produjo un resultado positivo (i.e. enzima que corta en uno 0
más lugares sólo la secuencia de una de las especies).
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4. RESULTADOS
4.1. VARIACIÓN GENÉTICA INTRA E INTERESPECÍFICA
Nassarius nitidus exhibió una diversidad genética elevada en Venecia. EI número de lugares po-
limórticos fue 23 (^6%); se identificaron 18 haplotipos, 13 de los cuáles aparecieron en un único indivi-
duo; y los índices de diversidad haplotípica y nucleotídica tomaron valores de 0.970 (±0.020) y 0.0091
(±0.0009) respectivamente. En la Tabla 2 se comparan estas estimas con las obtenidas en 6 pobla-
ciones de Nassarius reticulatus estudiadas con un esfuerzo de muestreo similar (22-27 individuos)
(Capítulo 3); la diversidad genética en N. nitidus fue considerablemente superior a la registrada en
cualquiera de las poblaciones de N. reticulatus.
Estimas de diversidad gen ética
S Ht Hu Hd
Nassarius reticu/atus 6-16 7-14 1-8 0.641-0.849 0.0023-0.0041
Nassarius nitidus 23 18 13 0.970 0.0091
Tabla 2.- Variación intra e interespecífica. Comr3aración de es=írr^as de
diversidad genética en dos especies del género Nassarius: número de lugares
polimórficos (S), número total de haplotipas (Ht), número de haplotipos únicos
(Hu1 e índices de diversidad haplotípica (Hd) y nucleotídica (r,^.
Ninguno de los haplotipos presentes en Venecia apareció en las poblaciones atlánticas de Nas-
sarius nitidus En estas localidades se identificaron 3 nuevas secuencias. Una estuvo presente en los 3
individuos de Rianxo; otra fue compartida por los 4 individuos de Oostende, 2 individuos de Santoña y
el individuo de Lysekil; y la tercera apareció en el otro ejemplar de Santoña. De esta manera, pese a
que el número de individuos estudiados en N. nitidus fue relativamente bajo (36 frente a los 156 de
Nassarius reticulatus), se obtuvo un número de haplotipos considerable (21 frente a 36). Las relaciones
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genealógicas entre los 21 haplotipos (GenBank Accession Numbers: EF571481-EF571499, EU428828,
EU623457) se ilustran en la Figura 3. Es posible intuir una morfología en estrella, aunque menos conspi-
cua que la de N. reticulatus (Fig. 4 en Capítulo 3). Los haplotipos H2 (3 individuos de Venecia) y H20 (2
individuos de Santoña, 4 individuos de Oostende, 1 individuo de Lysekil) están separados por dos pasos
mutacionales y ocupan una posición central en la red; la mayoría de los restantes haplotipos están
íntimamente relacionados con los dos anteriores (1-3 pasos mutacionales).
H18 .
H17•
H3
H8 ^
H14
^
H15
^
H16
:Ĵ
1 /,°" H4 !^
i
H2 ^_ ,,.,, ^ H 10
^ ^^^ ^ ^H 19
H11
^
H9
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^
H12
^H13
^
^
-
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Lysekil
Santoña
Oostende
Rionxo
Venecia
^
H21
Figura 3.- Variación intra e interespecifica. Red hapiotípica ifustrando ias relaciones evolutivas entre las distintas
secuencias COI registradas en Nassarius nitidus. Cada hapiotipo es representado por un círculo y su área es
proporcional al nŭmero de individuos en los cuáles el haplotipo fue hallado; los haplotipos compartidos son
representados como diagramas de frecuencias Los n ŭmeros en rojo corresponden a las posiciones mutacionaies
en el fragmento estudiado (395 bpj.
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Las secuencias COI mostraron gran divergencia entre especies (Fig. 4). EI número de diferencias
nucleotídicas entre pares de haplotipos de la misma especie osciló entre 1 y 10 mientras que este
rango fue de 33 a 45 para los pares constituidos por haplotipos de una y otra especie (Fig. 5). La dis-
tancia genética media intraespecífica (K-2P) mostró en ambos organismos un valor próximo a 0.01
(0.008 en Nassarius reticulatus y 0.011 en Nassarius nitidus) pero dicho valor fue un orden de magnitud
mayor (0.096) para la distancia interespecífica neta. Aplicando el rango de tasas de divergencias del
gen COI en moluscos más amplio hallado en la literatura (í.e. 0.7%-2.4% por Ma) dicha distancia in-
terespecífica neta sugiere que la separación de ambas especies tuvo lugar hace 4.0-13.7 millones
de años, aproximadamente durante la segunda mitad del Mioceno (5-26 Ma).
^ ^ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1^ 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
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Figura 4.- Variación intra e interespecifica. Uíferencias entre los haplotipos registrados en Nassarius reticulatus
(nasret_ h l-nasret _h3 7) y Nassarius nitidus (nasnít h 1-nasnít _h21). Unicamente se indican las posiciones polimórficas en
e! fragmento estudiado (395 bp).
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nucleot^dicas existente entre pares de hapiotípos (1596 comparaciones).
4.2. LUGARES DE RESTRICCIÓN DIAGNÓSTICO
Las simulaciones de digestión de las secuencias consenso de las dos especies revelaron que la
enzima Ddel podría diferenciar fácilmente ambos taxa. Esta enzima reconoce la secuencia CTNAG,
ausente en todos los haplotipos de Nassarius nitidus pero presente en los de Nassaríus reticulatus en las
posiciones 128-132 y 218-222 (Fig. 6). En consecuencia, la digestión del fragmento estudiado con
esta enzima generaría 3 productos de distinto tamaño, todos ellos menores de 250 bp, en N. reticula-
tus y un único producto más grande en N. nitidus.
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5 15 25 35 45
nasret CTATAATRAT TGGAGGATTT GGGAATTGGT TAGTTCCGCT AATATTAGGA
nasnit CTATGATAAT TGGTGGATTT GGAAATTGGT TAGTTCCATT AATATTAGGA
55 55 ^5 85 95
nasret GCTCCTGACA TAGCTTTTCC TCGATTAAAT AATATAAGTT TCTGAYTACT
nasnit GCTCCTGAYA TAGCTTTTCC YCGATTAAAC AATATAAGTT TTTGATTACT
105 115 125 135 145
nasret TCCTCCTGCT TTGTTACTTT TACTCT TC A TGCAGTT GAGAGAGGAG
nasnit TCCTCCTGCT CTRTTACTTY TACTATC TTC AGCTGCAGTT GAGAGAGGRG
155 i65 175 185 195
nasret TTGGAACTGG GTGAACCGTA TACCCTCCTC TATCTGCAAA CCTGGCTCAC
nasnit TYGGAACYGG ATGAACTGTG TACCCYCCAC TGTCCGCAAA CYTRGCTCAC
205 215 225 235 245
nasret GCCGGTGGTT CGGTT TT A TATTTTT TCATTACATC TTGCTGGTGT
nasnit GCCGGTGGTT CGGTTGACTT GG CTATTTTT TCATTACATC TCGCGGGTGT
255 265 275 285 295
nasret GTCTTCGATT TTAGGGGCTG TAAATTTTAT TACAACTATC ATTAATATAC
nasnit GTCTTCGATT TTAGGAGCTG TAAATTTTAT TACAACTATT ATTAACATGC
305 315 325 335 345
nasret GATGACGAGG GATACAATTT GAGCGTCTTC CTTTATTTGT ATGATCTGTA
nasnit GATGACGAGG GATGCAATTT GAGCGTCTYC CTTTATTCGT CTGATCTGTA
355 365 375 385 395
nasret AAAATTACTG CTATCCTACT ACTTTTATCT TTGCCTGTAT TGGCA
nasnit AAAATTACTG CTATTCTATT ACTTTTRTCA CTACCTGTGT TAGCA
Figura 6.- Lugares de restricción díagnóstico. Alineamiento de las secuencias
consenso de Nassarius reticulatus (nasret) y Nassarius nitidus (nasnit) mostrando e1
fragmento de reconocimiento y corte de fa enzima de restriccíon Ddel (CNTAG),
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5. DISCUSIÓN
258
Nuestros resultados muestran que las secuencias parciales del gen COI sirven para diferenciar
inequívocamente estas dos especies de Nassarius. Las distancias genéticas inferidas con este marca-
dor sugieren que ambos taxa se han separado hace al menos 4.0 Ma o tan temprano como 13.7
Ma, valores ambos consistentes con los análisis filogenéticos de la familia (Haasl 2000) y el registro fósil
(Gili & Martinell 1994, Gili et al. 1995). Para nuestros objetivos, lo interesante de esta gran diferenciación
es que garantiza la identificación inequívoca de cada especie al no existir solapamiento entre la va-
riabilidad intraespecífica y las diferencias entre especies. De hecho, nuestros niveles de divergencia
son similares, o incluso superiores, a los registrados en otras especies crípticas de gasterópodos (Collin
2000, Wilke et al. 2000, Pfenninger et al. 2003).
EI uso de marcadores moleculares como herramienta de diagnóstico taxonómico tiene larga
tradición (Avise 1994). En particular, las secuencias COI han experimentado un gran impulso desde
que Hebert et al. (2003a) introdujeron el concepto de DNA barcode, existiendo ya un consorcio inter-
nacional de organizaciones (Consortium for the Barcoding of Life, CBOL, www.barcoding.si.edu/) para
estimular su implementación a nivel mundial (Savolainen et al. 2005). La premisa principal de esta
aproximación es la posibilidad de identificar todas las especies animales utilizando un fragmento de
650 bp del gen COI. Así, de modo análogo a los códigos de barras de los productos comerciales,
estos DNA barcodes servirían como herramienta estándar para identificar de modo rápido, simple y
robusto las especies animales. Pese a que nosotros usamos un fragmento más corto que el recomen-
dado en los protocolos de barcode (395 bp), éste permitió una discriminación clara entre los dos
taxa. De hecho, otros autores han demostrado la utilidad de fragmentos todavía más cortos (<200
bp) cuando se trabaja con especies de un mismo grupo taxonómico (Hajibabaei et al. 2006, Robins
et al. 2007). EI uso de un fragmento más corto tiene la ventaja de reducir costes (suele necesitarse
una única reacción de secuenciación). Además, un fragmento más corto aumenta la probabilidad
de obtener reacciones de PCR con éxito en muestras mal conservadas o deterioradas (Hughey et al.
2001), tal y como hemos comprobado nosotros mismos con algunas de nuestras muestras de N. reti-
culatus usadas en un trabajo anterior (Capítulo 3). A pesar de su menor longitud, nuestro fragmento
proporciona estimas de divergencia interespecífica coherentes con las encontradas en otros grupos
taxonómicos; el análisis de 13320 pares de especies congéneres representativos de 11 phyla reveló
una divergencia superior al 8% en el 79% de los pares estudiados (Hebert et al. 2003b).
Nuestro método representa una alternativa o complemento a las dos herramientas de diagnós-
tico disponibles actualmente para diferenciar estas mismas especies: la aproximación taxonómica
convencional basada en rasgos morfológicos (Rolán & Luque 1994) y el empleo de técnicas de geo-
metría mortométrica (Carvajal - Rodríguez et al. 2006). Frente a ellas, las secuencias COI presentan la
ventaja de su infalibilidad, la capacidad para aportar datos útiles no sólo en el diagnóstico de espe-
cies sino también en estudios filogeográficos, y la posibilidad de identificar muestras de condición y
origen muy diverso (fragmentos de tejido, individuos con conchas en mal estado, puestas o fases ju-
veniles). Entre sus limitaciones, las secuencias COI constituyen posiblemente una aproximación más
exigente y costosa desde el punto de vista técnico, si bien el coste en tiempo/dinero se reduce drásti-
camente para tamaños de muestra moderados o grandes. Este coste puede reducirse todavía más
si, en vez de trabajar con datos de secuencias, se emplea una alternativa basada en enzimas de res-
tricción como la propuesta por nosotros. Por otra parte, la técnica utilizada en el presente estudio para
recoger muestras de ADN supone la muerte de los individuos. No obstante, existe la posibilidad (no
ensayada por nosotros) de usar técnicas de muestreo no destructivas probadas con éxito en otros mo-
luscos marinos (Palmer et al. 2008).
La discriminación inequívoca de estas dos especies de Nassarius puede ser útil en distintos as-
pectos de ecología básica y aplicada. Una correcta identificación taxonómica es fundamental en
especies que, como Nassarius reticulatus, se usan como biomonitores (e.g. Sturmbauer et al. 1999). ^59
Pese a que el carácter de especies distintas y verdaderas de N. reticulatus y Nassarius nitidus está de-
mostrado desde hace más de una década (Sanjuán et al. 1997), esta distinción no se ha incorporado
a los estudios de biomonitorización de organoestánnicos hasta fechas muy recientes (Pavoni et al.
2007, Rodríguez et al. 2008). Así, la distinción de ambas especies puede ser especialmente relevante
en estudios de biomonitorización que incluyan estuarios de la fachada atlántica europea y costas me-
diterráneas de la Península Ibérica, donde ambas especies pueden aparecer en simpatría. Estudios
recientes de nuestro grupo de investigación, todavía no publicados, sugieren que N. nitidus podría
tener una presencia y abundancia en la zona interna de muchas rías gallegas mayor de lo anticipa-
do. Existe incluso la posibilidad de que la presencia y abundancia actuales en nuestras rías se haya
visto facilitada por la acción directa o indirecta del hombre. En este sentido, Ilama la atención que
desde el año 2001 ambas especies hayan experimentado a lo largo de las costas holandesas una
Ilamativa y gradual proliferación en abundancia y en superficie habitada, que contrasta con la ausen-
cia de registros en años anteriores (entre 1995 y 2000, las campañas anuales del Netherlands Institute
for Fisheries Research sólo encontraron 1 ejemplar en el puerto de Rotterdam; Craeymeersch & Riet-
veld 2005). Las causas de este cambio aún no han sido establecidas; no obstante, los autores de es-
tas observaciones especulan con una posible influencia del calentamiento de las aguas inducido por
el cambio global, al haber observado que N. reticulatus no sólo ha aumentado su abundancia sino
que ha ampliado su rango de distribución 200 km hacia el norte penetrando en lo que había sido te-
rritorio exclusivo de N. nitius (Dekker 2004).
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Precisamente, la presencia de Nassarius nitidus en el Mar del Norte y en las aguas cálidas del
Mediterráneo y Mar Negro presenta cierto paralelismo con lo observado en otros gasterópodos. Re-
cientemente, Wilke & Pfenninger (2002) han descubierto que Hydrobia acuta presenta una subdivisión
peculiar de su rango de distribución con dos subespecies en total alopatría; H. a. acuta en el Medite-
rráneo e H. a, neglecta en el Mar del Norte. Ambas subespecies estarían aisladas por una amplísima
franja de litoral habitada por un congénere críptico, Hydrobia glyca. Las evidencias moleculares sugie-
ren que las dos subespecies de H. acuta se habrían separado hace aproximadamente unos 0.4 Ma.
Esta fragmentación del rango de distribución de H. acuta recuerda de algún modo el patrón de distri-
bución de N. nitidus descrito por Rolán & Luque (1994). Estos autores identificaron tres morfotipos con
una cierta vinculación a diferentes áreas geográficas dentro del amplio rango de esta especie. EI
morfotipo mammíllatus sería principalmente mediterráneo mientras el servaini sería más típico de las
costas atlánticas. Entre esas dos grandes zonas, y en simpatría con los mortotipos anteriores, aparece-
ría el morfotipo nitidus, principalmente en las costas de la Península Ibérica desde el Golfo de Vizcaya
en el Atlántico hasta el Golfo de León en el Mediterráneo. Por tanto, al igual que H. acuta presenta
una subespecie atlántica y otra mediterránea, N. nitidus podría presentar morfotipos con una separa-
ción geográfica algo parecida. De hecho, nuestros datos moleculares sugieren que podría existir cier-
to grado de diferenciación entre las poblaciones atlánticas y mediterráneas de esta especie, si bien la
información disponible es todavía insuficiente como para alcanzar ninguna conclusión. Sería intere-
sante comprobar si dicha diferenciación se confirma y, así mismo, estimar el posible tiempo de diver-
gencia entre ambas regiones geográficas.
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EI imposex en Nassarius reticulatus está ampliamente extendido a lo largo del litoral gallego.
Como norma, las poblaciones presentan un 100% de hembras masculinizadas. La importancia del
problema no se limita sólo a la elevada presencia de imposex. Esta anomalía muestra una gran seve-
ridad en muchas de esas localidades que pone de manifiesto niveles elevados de contaminación por
TBT. Pese a lo anterior, hemos detectado, por primera vez en esta área costera, un descenso claro
tanto de las concentraciones tisulares del contaminante como de la severidad del imposex. La inter-
acción de las prohibiciones de los años 1990 (Directiva 89/677/CEE) y 2003 (Directiva 2002/62/CE) pa-
rece ser la causa más probable de este declive. Nuestros resultados también corroboran la existencia
de un cambio gradual de la relación entre intensidad de imposex y bioacumulación de TBT a medida
que disminuyen los niveles ambientales del contaminante. Además, hemos detectado evidencias de
una alteración en los patrones de bioacumulación en las zonas menos contaminadas, que podría
indicar la removilización de contaminantes acumulados en el sedimento.
EI análisis de patrones RAPD revela una divergencia genética moderada, aunque significativa,
entre poblaciones de Nassarius reticulatus distribuidas a lo largo de la fachada atlántica gallega. Este
hallazgo resulta un tanto inesperado en un organismo con una capacidad potencial de dispersión
elevada, si bien podría atribuirse a variaciones temporales y espaciales en la composición genética
de las larvas reclutadas (modelo Chaotic Genetic Patchiness). La Ría de Muros no restringe sustancial-
mente el intercambio genético con las localidades adyacentes de costa abierta aunque sí refuerza la
homogeneidad genética de sus poblaciones.
Las secuencias mitocondriales del gen COI en poblaciones europeas de Nassaríus reticulatus
no detectan diferencias genéticas significativas en una escala geográfica de más de 1700 km. No
obstante, la relación entre distancia genética y geográfica sugiere que el flujo genético entre pobla-
ciones se encuentra de algún modo restringido, no pudiendo aceptarse la idea de panmixia absolu- ^67
ta. Los resultados también evidencian la existencia de una expansión demográfica durante el penúlti-
mo periodo interglacial, posiblemente a partir de un refugio en el N de la Península Ibérica. Esta infor-
mación pone nuevamente de manifiesto la complejidad de la historia postglacial de los organismos
marinos en el Atlántico europeo.
EI análisis de secuencias mitocondriales del gen COI demuestra claramente el origen no-nativo
de las poblaciones gallegas del gasterópodo Cyclope nerítea. La reciente proliferación de la especie
en Galicia es consecuencia de varias introducciones independientes. EI vector más probable de intro-
ducciones sería el trasporte accidental con bivalvos comerciales desde la región del Véneto en Italia.
También hemos constatado y descrito el desarrollo de órganos sexuales masculinos en las hembras
de esta especie ante la contaminación por TBT (í.e. imposex).
Las secuencias parciales del gen COI permiten diferenciar de manera inequívoca dos especies
crípticas del género Nassarius: Nassarius reticulatus y Nassarius nitidus. Proponemos el uso de los pro-
ductos de digestión de este gen con la enzima de restricción Ddel como herramienta para el dia-
gnóstico firme de ambas especies.
26^
1►'
^
C^

1. LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS
A: Adenina
ADN: Ácido desoxiribonucleico
AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism
AIC: Akaike Information Criteríon
AMOVA: Análisis de la Varianza Molecular
ANOVA: Análisis de la Varianza
AOS : Average Ovíduct Stage
AP-PCR: Arbitrarly Primed PCR
ARN: Ácido ribonucleico
BCR: Bureau of Communily References
BDI: Butyltin Degradation Index
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
BP: Befote Present
bp: base pair
BTs: Butilestánnicos
C: Citosina
cm: centímetros
CBOL: Consortíum for the Barcoding of Lífe
COI: Citocromo c Oxidasa Subunidad I
CRM: Certified Reference Materíal
°C: grados Celsius
DBT: Dibutilo de estaño
dNMP: Dideoxiribonucleótidos
dNTP: Desoxiribonucleótidos
e.g.: exempli gratia
et al.: et alia
Exo: Exonuclease 1
Fig.: Figura
G: Guanina
g: gramos
g: constante de fuerza de la gravedad
GC-AED: Gas Chromatography Atomic Emissíon
Detector
gl: grados de libertad
H: Estadístico del test de Kruskal-Wallis
H:
hLRT: hierarchical Likelihood Ratio Test
hr: horas
H-W: Hardy-Weinberg
IC: Intervalo de Confianza
i, e. : id est
IMO: International Maritime Organization
kg: kilogramo
km: kilómetro ^2 71
272
L.: Linnaeus
I : I itros
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